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Introduction bibliographique  
Introduction générale. 
L’enveloppe des bactéries joue un rôle indispensable pour leur survie. Elle protège le 
cytoplasme et son contenu des facteurs externes et permet l’interaction avec environnement, 
incluant les autres bactéries et les organismes hôtes. Les bactéries à Gram positif possèdent une 
enveloppe constituée d’une unique membrane qui est protégée de l’extérieur par une épaisse 
couche de peptidoglycane (Figure 1A). L’enveloppe des bactéries à Gram négatif est constituée 
d’une membrane cytoplasmique, ou interne, et d’une membrane externe séparée par un espace 
intermédiaire nommé périplasme qui contient une fine couche de peptidoglycane. L’unique 
membrane des bactéries à Gram positif est organisée de la même manière que la membrane 
interne des bactéries à Gram négatif : deux couches de phospholipides sont disposées en miroir. 
La membrane externe des bactéries à Gram négatif est asymétrique, elle est composée d’une 
couche interne de phospholipides et d’une couche mixte composé de lipopolysaccharides et 
phospholipides (Figure 1B). 
 
Figure 1. Composition de l’enveloppe bactérienne.  
A) Enveloppe des bactéries à Gram positif. Le peptidoglycane est lié à des acides teichoïques (en violet) 
et lipoteichoïques (en vert) et des polysaccharides (en rouge). B) Enveloppe des bactéries à Gram négatif 
(d’après Albers & Meyer, 2011). 
La composition et la complexité de l’enveloppe des bactéries ont une forte influence sur leur 
mode de vie et leurs interactions avec l’environnement. D'une part, l’enveloppe doit protéger la 
cellule de molécules toxiques et nuisibles et, d'autre part, permettre l’entrée des nutriments et la 
sécrétion de différentes molécules, y compris des protéines. 
Dans le cas de bactéries à Gram positif, les protéines à secréter ne traversent qu’une seule 
membrane cytoplasmique et ce processus peut être assuré par un des systèmes d’exportation, Sec, 
qui prend en charge les protéines sous une forme non repliée, et Tat qui exporte des protéines 
sous une forme repliée.  
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Chez les bactéries à Gram négatif, la présence de deux barrières hydrophobes, les membranes 
cytoplasmique et externe, rend la sécrétion plus complexe. Afin de contourner ces obstacles, 
plusieurs systèmes de sécrétion spécialisés ont été développés chez les bactéries à Gram négatif. 
A l’heure actuelle, on en connaît six. Certains de ces systèmes permettent la sécrétion en une 
seule étape du cytoplasme au milieu extracellulaire (le système de sécrétion de type I) ou 
directement dans la cellule-hôte (les systèmes de sécrétion de type III, IV et VI). Les autres types 
de sécrétion (les systèmes de type II et V) s’effectuent en deux étapes en utilisant les systèmes 
d’exportation Sec et Tat pour passer la membrane interne.  
Dans les chapitres suivants, j’ai choisi de présenter les systèmes d’exportation Sec et Tat aussi 
que les six systèmes de sécrétion identifiés chez les bactéries à Gram négatif. Le système de 




Exportation des protéines. 
I. Le système Sec.  
I.1. Introduction. 
Chez les procaryotes, la membrane cytoplasmique constitue la première barrière à traverser 
par les protéines. Chez les bactéries à Gram négatif, cette membrane est aussi appelée la 
membrane interne. Des protéines peuvent être intégrées dans cette membrane ou être 
transportées dans le périplasme. Ce processus est nommé translocation. La majorité des protéines 
traverse la membrane cytoplasmique sous forme non repliée grâce au système Sec. Cette 
machinerie est aussi indispensable pour l’insertion de protéines dans la membrane. Le système 
Sec représente la voie principale d’exportation chez les bactéries et un système équivalent existe 
chez les archées et les eucaryotes (Cao & Saier, 2003). Le système Sec est composé de deux 
complexes, SecYEG et SecDFYidC (YaiC), qui forment un pore dans la membrane 
cytoplasmique à travers lequel les protéines traversent cette membrane (Figure 2).  
 
Figure 2. Voie générale d’exportation par le système Sec.  
A) exportation post-traductionnelle. B) exportation co-traductionnelle. (Adapté de Cross et al., 2009).  
L’adressage de la protéine à exporter par le système Sec repose sur le couple SecA-SecB 
(exportation post-traductionnelle, Figure 2A) ou sur SRP (Signal Recognition Particle) et son 
récepteur membranaire FtsY (exportation co-traductionnelle, Figure 2B) (Cross et al., 2009).  
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I.2. La séquence signal Sec et le fonctionnement du système Sec.  
Les protéines exportées par le système Sec sont synthétisées dans le cytoplasme sous la forme 
d’un précurseur possédant une séquence signal N-terminale qui doit être clivée pendant 
l’exportation. Cette séquence contient normalement de 20 à 30 résidus et possède une 
organisation conservée (Figure 3) :  
- la région N-terminale qui porte une charge positive (région N)  
- la région hydrophobe d’environ 8-12 acides aminés (région H) 
- la région polaire qui contient le site de clivage de signal peptidases LspA ou LepB selon le 
type de protéines (région C) 
Un des rôles de ces régions est de distinguer les protéines à sécréter des protéines 
cytoplasmiques.  
 
Figure 3. Présentation schématique d’un peptide signal N-terminal des substrats du système Sec.  
La région N porte une charge nette positive, la région H est hydrophobe, la région C est polaire et contient 
le site de clivage des signal peptidases LspA ou LepB selon le type de protéines (Natale et al., 2008). 
La séquence signal Sec est située à l’extrémité N-terminale de la protéine à exporter. Cette 
partie est la première à être synthétisée sur le ribosome et elle va interagir avec la protéine TF 
(Trigger Factor). Ensuite, cette séquence va permettre l’adressage de la protéine au système Sec, 
soit de la manière post-traductionnelle (Figure 2A), soit co-traductionnelle (Figure 2B). 
Dans le cas de l’exportation co-traductionnelle (Figure 2B), le rôle principal est attribué à 
SRP (signal recognition particle), une ribonucléoprotéine composée de la protéine Ffh et de 
l’ARN 4,5S (Pool, 2005). La SRP interagit avec les séquences signal Sec qui contiennent une 
région H très hydrophobe, cette interaction va déplacer le TF, ralentir la traduction et permettre 
la fixation de SRP sur le récepteur membranaire FtsY. Grâce à l’interaction entre SRP et FtsY le 
complexe ribosome-chaîne peptidique va être transféré vers le complexe SecYEG 
(Halic et al., 2006). Après la dissociation de SRP et FtsY grâce à l’hydrolyse de GTP, la 
traduction va continuer et donner l’énergie à la machinerie Sec pour l’exportation de la protéine 
en cours de synthèse. Cette voie est aussi impliquée dans l’insertion des protéines membranaire.  
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Exportation des protéines destinées au périplasme possède un mécanisme différent, 
caractérisé comme post-traductionnel (Figure 2A). Les séquences signal de ces protéines 
possèdent la région H moins hydrophobe, SRP ne vas pas interagir avec elles et la traduction ne 
va pas ralentir. Les protéines vont être synthétisées dans le cytoplasme et interagir avec le 
chaperon SecB qui va les maintenir dans un état non replié et compatible avec l’exportation 
(Randall et al., 1997). Le chaperon SecB va transporter la protéine à exporter vers le composant 
SecA qui assure la spécificité de l’exportation et se fixe sur le complexe SecYEG. Pour la 
translocation quelques étapes supplémentaires sont indispensables : l’interaction entre SecA et 
SecYEG et la fixation d’ATP par SecA, ce que va initialiser la translocation de la protéine à 
travers de la membrane interne. SecA utilise l’hydrolyse de l’ATP pour tirer la protéine non 
repliée à travers son pore. Le complexe SecDF est important dans les dernières étapes de 
translocation pour libérer la protéine dans le périplasme.  
I.3. Les composants du système Sec. 
I.3.1 Le complexe SecYEG. 
Le complexe hétérotrimérique SecYEG joue le rôle principal dans l’exportation post-
traductionnelle et co-traductionnelle. Il forme un pore à travers lequel les protéines à secréter 
traversent la membrane interne. Des études de reconstitution réalisées avec le complexe purifié 
SecYEG ont montré que la présence du complexe SecYEG et de la protéine motrice SecA est 
suffisante pour assurer la translocation (Brundage et al., 1990). SecY est la protéine centrale de 
ce complexe, organisée en hélices-α (TM1-TM10), six régions cytoplasmiques et cinq régions 
périplasmiques (Figure 4).  
 
Figure 4. Topologie de protéines SecY, SecE et SecG (Veenendaal et al., 2004). 
La protéine SecG d’E. coli possède deux régions transmembranaires, ces extrémités N et 
C-terminale se retrouvent dans le périplasme. Cette protéine n’est pas essentielle pour la 
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translocation chez E. coli, mais sa présence augmente l’efficacité de translocation. SecG interagit 
de manière indépendante avec SecY et SecE (Homma et al., 1997) et les études de pontage 
chimique ont démontré que la partie N-terminale de SecY est impliquée dans ces interactions 
(Tam et al., 2005). L’analyse structurale du complexe SecYEβ (un homologue de SecG) de 
Methanococcus jannaschii a confirmé ces résultats (Mori et al., 2004 ; Satoh et al., 2003 ; 
van der Sluis et al., 2002). Le rôle exact de la protéine SecG reste inconnu et, si elle n’est pas 
essentielle à la translocation in vitro (Brundage et al., 1990), elle augmente l’efficacité de 
l’exportation in vivo (Nishiyama et al., 1994).  
La structure de SecYEβ de M. jannaschii a permis de clarifier l’organisation du pore de 
translocation et démontrer qu’il est formé par dix segments transmembranaires 
(van den Berg et al.; 2004).  
Les deux structures cristallines des complexes SecYEG de T. maritima (Figure 5A) et 
SecYEβ de M. janaschii n’ont pas les mêmes caractéristiques. La structure de SecYEβ semble 
correspondre à l’état fermé du pore. Inversement, la structure de M. janaschii représente un état 
du pore semi-ouvert (Figure 5B).  
 
Figure 5. Structure cristalline de différents complexes SecYE(G/β).  
Vue de coté (à gauche) et du cytoplasme (à droite) de A) T. maritima (3DIN) et B) M. janaschii (1RH5). 
SecY est présenté en gris, les hélices latérales TMS2 (orange), TMS7 (vert), SecE (jaune) et SecG/β (bleu) 
(D’après Lycklama a Nijeholt & Driessen, 2012).  
Plusieurs études ont démontré des interactions directes entre SecG et SecA (Mori et al.; 1998; 
Suzuki et al.; 1998). La structure de SecYEG complexé avec SecA a démontré que la boucle 
cytoplasmique de SecG est située proche de SecA (Zimmer et al.; 2008). Des études de pontage 
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dirigé in vivo ont confirmé cette interaction (Das & Oliver, 2011). Ensemble, ces données 
suggèrent que SecG interagit avec SecA et provoque les changements conformationnels qui vont 
faciliter la fixation d’ATP et la translocation de protéines (Mori et al.; 2006). 
SecE d’E. coli possède trois régions transmembranaires (Figure 4), mais la protéine 
homologue Sec61γ chez eucaryotes n’en possède qu’une seule (Papanikolau et al., 2007). La 
partie la mieux conservée de SecE est la région qui connecte les deux hélices-α positionnées à 
coté de la protéine SecY (Murphy & Beckwith, 1994). Cette région, associée à la troisième 
région transmembranaire, est essentielle pour la stabilité du complexe SecY-SecE 
(Pohlschroder et al., 1996 ). Quand SecY se dissocie de ce complexe, elle est rapidement 
dégradée par la protéase membranaire FtsH (Kihara et al., 1995), ce qui montre la nécessité et 
l’importance de SecE pour le fonctionnement du système Sec.  
I.3.2 Le chaperon SecB. 
La protéine SecB est un chaperon qui interagit avec les précurseurs des protéines en les 
stabilisant et en les protégeant contre l’agrégation (Bechtluft et al ., 2007). SecB interagit avec la 
séquence signal Sec, cette interaction est indispensable pour l’exportation (Zhou & Xu, 2005). 
La structure de SecB d’E. coli a été résolue. SecB est constituée de quatre brins-β antiparallèles 
et deux hélices-α (Xu et al., 2000) (Figure 6A). 
 La protéine SecB interagit avec les substrats sous la forme d’une homotétramère (Figure 6B) 
(Zhou & Xu, 2005 ; Natale et al., 2008). Des études biochimiques ont suggéré l’existence de 
deux sites d’interaction potentiels : un site d’interaction avec des brins-β exposés et un autre, 
impliqué dans l’interaction avec les régions hydrophobes (Crane et al., 2006) (Figure 6C). Ces 
données sont cohérentes avec la structure cristalline du tétramère de SecB (Zhou & Xu, 2005 ; 
Natale et al., 2008) (Figure 6C, 6B).  
 
Figure 6. Structure de SecB.  
A) monomérique et B) tetramérique (vue de deux cotés). Chaque monomère est représenté avec une 
couleur différente. C) représentation du site de fixation des substrats. (Zhou & Xu, 2005 ; Xu et al., 2000). 
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SecB transporte la protéine à exporter vers les composants SecYEG du système Sec situé dans 
la membrane plasmique. SecB interagit directement avec SecA et assure le passage de substrat 
vers cette protéine (Randall & Henzl, 2010) (Figure 7A).  
 
Figure 7. Modèle d’exportation post-traductionnelle.  
A) Représentation schématique. B) Modèle structural de la translocase Sec. Une copie de SecA de 
Thermotoga maritima (violet) est positionnée sur un autre protomère (bleu) associé au SecYEG 
(vert/jaune/orange, 3DIN). Le complexe SecDF de Thermus thermophilus (rouge/rose, 3AQP) est placé à 
coté de SecG (Lycklama a Nijeholt& Driessen et al., 2012). 
I.3.3 La protéine motrice SecA.  
La protéine SecA est un composant indispensable pour l’exportation post-traductionnelle. 
SecA reçoit les substrats à exporter du chaperon SecB et les transfère vers le complexe SecYEG 
(Figure 7A). SecA est une ATPase, qui fonctionne comme le moteur moléculaire de 
translocation. Chez E. coli, c’est une protéine de 901 acides aminés (102 kDa) composée de 
plusieurs domaines (Figure 8) : le domaine DEAD qui est constitué du domaine NBD 
(nucleotide binding domain) et du domaine IRA2 (régulateur intramoléculaire de ATPase2) ; le 
domaine PBD (pre-protein binding domain) ; le domaine SD (helical scaffold domain) ; IRA1 
(régulateur intramoléculaire de ATPase2) ; et le domaine C-terminal (y compris le domaine WD, 




Figure 8. Représentation de la protéine SecA.  
A) Les domaines sont représentés avec les couleurs suivantes : le domaine DEAD en bleu, le domaine 
NBD (bleu foncé) et IRA2 (mauve), le domaine PBD (rose), le domaine C-terminal (vert). B) Les 
différents sous-domaines de SecA représentés en structure secondaire (D’après Papanikolau et al., 2007) 
La structure complexe de SecA et sa co-localisation dans le cytoplasme et dans la membrane 
interne prouvent la diversité de ses fonctions, notamment, l’interaction avec des nucléotides, le 
chaperon SecB, les précurseurs de protéines, les phospholipides membranaires et le complexe 
SecYEG (du Plessis et al., 2011). Plusieurs travaux ont démontré que la protéine SecA peut 
exister sous deux formes, monomérique et dimérique. L’équilibre entre ces deux formes est 
dépendant des conditions : de la concentration en sel et de la température (Wowor et al., 2011), 
de la présence d’ATP (Shin et al., 2006), de phospholipides (Benach et al., 2003) et des peptides 
signal (Shin et al., 2006; Benach et al., 2003; Musial-Siwek et al., 2005). Il a été démontré que 
SecA interagit avec SecB sous une forme dimérique (Fekkes et al., 1997). Cependant, l’état 
fonctionnel de SecA en interaction avec SecYEG reste inconnu (Zimmer et al., 2008 ; 
Duong, 2003). 
Actuellement, cinq structures de dimères de SecA ont été résolues (Papanikolau et al., 2007 ; 
Hunt et al., 2002 ; Sharma et al., 2003 ; Zimmer et al., 2006 ; Vassylyev et al., 2006) (Figure 9). 
Bien que les protomères de SecA soient bien conservés dans ces structures, leurs interfaces de 
dimérisation sont différentes. A l’exception des domaines WD et CTD, chaque domaine 
participe à la formation de l’interface du dimère au moins dans une des structures. De plus, dans 
toutes ces structures, le domaine DEAD se trouve dans l’interface de dimère, bien que les acides 
aminés impliqués varient selon la structure considérée. L’extrémité N-terminale est impliquée 




Figure 9. Différentes structures du dimère SecA.  
Un des monomères est coloré comme sur la Figure 8B, un autre est représenté en gris. Le dimère de SecA 
d’E. coli (2FSF), T. thermophilus (2IPC), M. tuberculosis (1NL3), B. subtilis I (2BIM) et II (1M6N) 
(D’après Papanikolau et al., 2007). 
Les études réalisées par la résonance magnétique nucléaire ont démontré que le domaine 
DEAD est dynamique et que sa flexibilité est dépendante de la présence de l’extrémité 
C-terminale (Keramisanou et al., 2006). Le site d’interaction avec le précurseur de la protéine est 
situé entre deux domaines de SecA : le domaine C-terminal (vert, Figure 10) et le domaine PBD 
(pre-protein binding Figure 10, rose). Ces deux domaines ont les positions différentes dans les 
structures de SecA de B. subtilis (Figure 10A) et d’E. coli (Figure 10B). La position du domaine 
PDB par rapport au domaine C-terminal tourne de 75 degrés. Il est possible que ces deux 
structures représentent deux états fonctionnels de SecA : fermé (la structure de SecA de 
B. subtilis, Figure 10A) et ouvert (la structure de SecA d’E. coli, Figure 10B). Dans la forme 
ouverte, une grande cavité est située entre les deux domaines, PDB et C-terminal (Figure 10B), il 
est donc possible que cette partie soit impliquée dans la fixation de précurseur de la protéine et 
que les mouvements de ces domaines favorisent le passage du substrat vers le complexe SecYEG 
(Papanikolau et al., 2006).  
 
Figure 10. Deux formes structurales et fonctionnelles de SecA.  
La forme fermée (à gauche) (structure de B. subtilis) et ouverte (à droite) de SecA (structure d’E. coli). Le 
domaine C-terminal est représenté en vert et le domaine PDB en rose (Papanikolau et al., 2006).  
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I.3.4 Le complexe SecDFYidC (YajC). 
Il a été démontré que le complexe SecYEG interagit avec le complexe membranaire 
SecDFYidC, et que cette interaction stimule la translocation de précurseur de protéine au travers 
de la membrane (Nouwen & Driessen, 2002). La protéine YajC interagit avec le complexe 
SecDF, mais elle n’est pas indispensable pour l’exportation. Les mutants secD et secF sont 
sensibles aux basses températures et leur efficacité d’exportation est fortement affectée (Nouwen 
& Driessen, 2002). Cependant, ces protéines ne sont pas indispensables à la translocation per se. 
Même si le rôle exact du complexe SecDF reste inconnu, il a été proposé que SecDF soit 
impliqué dans les dernières étapes de translocation et dans la biogenèse de la membrane interne 
(Nouwen & Driessen, 2002 ; du Plessis et al., 2006). La structure du complexe SecDF de 
T. thermophilus a été résolue (Tsukazaki et al., 2011). Il est constitué de 12 hélices 
transmembranaires et deux grandes régions périplasmiques (Figure 11). Cependant, la structure 
du domaine périplasmique isolé de SecD, P1, présente une conformation différente de celle qui 
fait partie du complexe SecDF (Tsukazaki et al., 2011). Ces données ont permis de proposer un 
mécanisme de fonctionnement : le complexe SecDF agit comme un chaperon membranaire qui 
utilise l’énergie de la PMF pour accomplir la translocation. Cette fonction est dépendante de 
l’accessibilité du domaine P1 de SecD qui interagit avec le substrat.  
 
Figure 11. Structure et mécanisme de fonctionnement du complexe SecDF. 
Le complexe SecDF de T. thermophilus est représenté par les couleurs suivants : SecF (rose), SecD 
(rouge). La structure du domaine périplasmique P1 de SecD qui a été résolue séparément, est en noir.  
La protéine YidC facilite l’insertion de certaines protéines membranaires, elle peut 
fonctionner toute seule (Serek et al., 2004; Dalbey et al., 2011) ou ensemble avec le système Sec 
(Kol et al., 2009; du Plessis et al., 2011). Un homologue fonctionnel et structural de YidC a été 
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identifié dans les mitochondries et les chloroplastes, OxaI et Alb3, respectivement 
(Samuelson et al., 2000; Kuhn et al., 2003). 
I.4 Le mécanisme de translocation par le système Sec.  
Même si le mécanisme de translocation par le système Sec n’est pas encore connu dans le 
détail, on peut distinguer 3 étapes : 
1. L’adressage de protéines. 
Les protéines à exporter possèdent une séquence signal clivable à l’extrémité N-terminale. 
Chez les bactéries, SRP est majoritairement impliqué dans l’insertion des protéines dans la 
membrane cytoplasmique. Ces protéines possèdent une partie hydrophobe de séquence signal 
plus longue qui interagit plus spécifiquement avec SRP (Sijbrandi et al., 2003). Les autres 
protéines à exporter interagissent avec SecB (Randall et al., 2002). Dans les deux cas, le 
complexe SRP-protéine (Figure 12,1A) et SecB-protéine (Figure 12, 1B), la chaîne peptidique 
naissante est transportée vers le complexe SecYEG situé dans la membrane interne. Les 
protéines en complexe avec SRP vont être reconnues par le récepteur FtsY 
(de Gier & Luirink, 2003). Dans le cas de SecB, l’interaction avec SecA est strictement 
nécessaire. 
2.  Deuxième étape, la translocation.  
Une fois prises en charge par SecB ou SRP, les protéines vont être ensuite transportées vers le 
complexe SecYEG situé dans la membrane cytoplasmique. Ces trois protéines qui correspondent 
aux Sec61α, Sec61? et Sec61β chez les eucaryotes, forment un canal dans la membrane à travers 
lequel des chaines peptidiques vont être poussées par la protéine motrice SecA (Figure 12, 2).  
3. Troisième étape, sortie et la maturation des protéines (Figure 12, 3).  
 
Figure 12. Etapes d’exportation par le système Sec. 
(Voir les explications dans le texte).  
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Après la translocation, les protéines peuvent avoir des destins différents. Les protéines 
périplasmiques, les protéines à secréter par le T2SS et le T5SS et les protéines destinées à la 
membrane externe doivent passer par l’étape de maturation qui comprend le clivage de séquence 
signal par les peptidases LepB ou par LspA pour les lipoprotéines (Facey & Kuhn, 2010). Les 
protéines périplasmiques vont se replier avec l’aide des chaperons périplasmiques Skp, SurA, 
DegP ou/et des chaperons spécifiques. Les protéines de la membrane cytoplasmique doivent être 
insérées correctement dans la bicouche lipidique. Les protéines de la membrane externe vont être 
transportées à travers le périplasme et insérées dans la membrane à l’aide des systèmes 
spécifiques : LolABC, pour lipoprotéines ; Bam, pour les protéines en tonneau-β et les pilotines 
pour les sécrétines.  
II. Le système Tat.  
II.1. Introduction. 
L’existence d’un système d’exportation des protéines indépendant du système Sec a été 
découverte par Berks en 1996 (Berks, 1996). Il a été démontré que de nombreuses enzymes à 
cofacteur disposent d’une séquence signal avec un motif conservé SRRXFLK. Pour ces protéines 
un nouveau type de système d’exportation a été proposé, appelé Tat (pour « twin-arginine 
translocon »). La différence principale entre les translocons Sec et Tat est que le système Tat 
prend en charge des protéines sous la forme repliée dans cytoplasme. Le système Sec est bien 
conservé dans les règnes du vivant et représente la voie principale de passage des protéines à 
travers la membrane plasmique. Le système Tat est présent chez les bactéries (mais pas toutes), 
les archées, les thylakoïdes de plantes, les chloroplastes des algues et a été retrouvé dans les 
mitochondries de certaines éponges (Palmer & Berks, 2012). La quantité de substrats transportés 
par le système Tat est souvent moins abondante que ceux exportés par le système Sec. Pourtant 
le système Tat tient le rôle principal dans certains processus cellulaires, tels que la photosynthèse, 
la respiration cellulaire, l’acquisition du fer et du phosphate (Mickael et al., 2010), la division 
cellulaire (Stanley et al., 2001), la mobilité (Ochsner et al., 2002), la résistance aux métaux et 
peptides antimicrobiens (Weatherspoon-Griffin et al., 2011) et la fixation d’azote 
(Meloni et al., 2003). Chez les bactéries pathogènes possédant le système Tat, il est impliqué 
dans la virulence (de Buck et al., 2008).  
II.2. L’importance du système Tat. 
Le système Tat assure l’exportation des protéines préalablement repliées dans le cytoplasme. 
La translocation des protéines repliées à travers la membrane plasmique représente un cas rare 
car la majorité de systèmes de transport et sécrétion prennent en charge des protéines dépliées. Il 
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existe trois raisons principales qui nécessitent une utilisation du système Tat 
(Palmer & Berks, 2012) : 
1. La protéine ne peut être repliée correctement qu’en présence de son cofacteur, qui ne peut 
s’intégrer à la protéine que dans le cytoplasme. Il est possible de distinguer deux grandes 
familles de cofacteurs associées au système Tat : les clusters à liaisons métal-soufre et les 
cofacteurs dérivés de nucléotides (NAD+, Cobalamine, etc.) (Berks et al., 2000). 
2. La protéine doit être repliée autour d’un ion métallique. Cependant, la concentration d’ion 
correspondant est souvent faible dans le périplasme, et suffisante dans le cytoplasme. Par 
exemple, une protéine MncA de Synechocystis sp. a besoin du Mn+2 qui se fixe à MncA dans le 
cytoplasme où la concentration de cet ion est suffisante (Tottey et al., 2008). 
3. La protéine est un hétéromultimère où un des protomères ne possède pas la séquence signal 
Tat et ne peut être exporté qu’en complexe avec son partenaire. Par exemple, le complexe 
SoxYZ impliqué dans l’oxydation de thiosulfate (Sauve et al., 2007). 
Le système Tat est composé des protéines des familles TatA et TatC, qui sont situées dans la 
membrane cytoplasmique. Chez certains organismes, la présence d’une copie simple de TatA et 
TatC est suffisante pour l’exportation de substrat. Chez les autres, l’exportation implique un 
autre composant de la famille TatA, nommé TatB. Dans ce cas-là, les trois protéines sont 
indispensables pour la transportation.  
En général, le système TatAC est répandu chez les bactéries à Gram positif avec un faible 
pourcentage de GC (dont B. subtilis) et chez les archées, alors que le système TatABC est 
présent chez les bactéries à Gram négatif et les bactéries à Gram positif avec un haut pourcentage 
de GC (comme Actinobactéries) et dans les chloroplastes des plants (Palmer et Berks, 2012).  
II.3. Les substrats du système Tat et la séquence signal Tat. 
La quantité des protéines exportées par le système Tat varie chez les organismes différents. 
Les bactéries à Gram positif de la groupe Firmicutes, comme B. subtilis et Staphylococcus 
aureus ont peu de substrats prédits comme étant exportés par le système Tat (Dilks et al., 2003). 
Au contraire, les Entérobactéries possèdent de 20 à 30 protéines exportées par Tat. La plus 
grande quantité de substrats exportés par Tat a été décrite chez les bactéries du genre 
Streptomyces, pour lesquelles une protéine sur six est exportée par le système Tat (Joshi et al., 
2010). Chez certaines archées halophiles, plus de 40% de protéines passent par la voie Tat 
(Dilks et al., 2003). 
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Les protéines sont adressées au système Tat grâce à la présence d’une séquence signal portant 
le motif conservé twin-arginine. La séquence signal Tat a une organisation tripartite comme la 
séquence signal Sec. Leur comparaison est présentée sur la Figure 13. 
 
Figure 13. Comparaison des séquences signal Tat et Sec. 
Les séquences signal sont composées de trois parties : la région N chargée positivement, la région H 
hydrophobe et la région C polaire. La région C contient normalement un site de reconnaissance de signal 
peptidase de type I ou II (Palmer & Berks, 2012).  
Même si l’organisation des séquences signal Sec et Tat est similaire, elles ont des différences 
notables leur permettant d’assurer l’adressage au système de l’exportation approprié. La 
séquence Tat possède un motif fortement conservé, SRRXFLK, dans lequel les deux arginines 
conservés sont indispensables et le résidu X est polaire (Gouffi et al., 2009). L’hydrophobicité de 
la région H est moins importante dans la séquence signal Tat par rapport à celle de Sec 
(Cristobal et al., 2009), ce qui représente la différence la plus forte entre ces deux séquences. De 
plus, la région C de certaines séquences signal Tat possède des résidus basiques qui ne sont pas 
courants dans les séquences signal Sec. Pourtant, ces résidus basiques ne semblent pas être 
indispensables pour la reconnaissance par le système Tat (Blaudeck et al., 2009). La région C 
contient un site de reconnaissance de la signal peptidase de type I ou II. La peptidase de type II 
est responsable du clivage de séquence signal des lipoprotéines, qui possède le site de 
reconnaissance L-3(A/S/T) -2(G/A)-1 avec une cystéine conservée dans la position +1. Certaines 
lipoprotéines passent donc par le système Tat (Shruthi et al., 2010). 
Le système Tat est impliqué dans l’insertion des protéines dans la membrane interne. Dans ce 
cas, la protéine est ancrée par l’extrémité N-terminale et sa séquence signal Tat n’est pas clivée 
et fonctionne comme une ancre membranaire, par exemple dans le cas des protéines Rieske (des 
protéines fer-soufre) des chloroplastes et de Legionella pneumophila (Aldridge et al., 2008). 
II.4. Le mécanisme de translocation par le système Tat.  
Dans le cas de transport des protéines sous une forme non repliée, le diamètre intérieur du 
pore de translocon peut avoir la même largeur que la chaîne peptidique (environ 12 Å). Par 
exemple, le pore du translocon Sec est formé par la multimérisation de la protéine SecY et son 
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ouverture-fermeture serait contrôlée par les mouvements des hélices alpha 
(Park & Rapoport, 2012). Au contraire, le système Tat d’E. coli est capable de transporter des 
substrats d’un diamètre variant de 20 à 70 Å (Berks et al., 2000).  
Le système Tat utilise l’énergie de la force proton motrice (FPM) et probablement, la force 
sodium motrice chez certaines organismes (Kwan et al., 2008). C’est-à-dire que l’ATP n’est pas 
nécessaire pour son fonctionnement (Yahr & Wickner, 2001). Il a été estimé que chaque 
translocation par le système Tat nécessite environ 105 protons de gradient soit l’équivalent 
d’environ 104 molécules d’ATP (Alder & Theg, 2003).  
Le mécanisme de translocation par le système Tat a été étudié plus en détail chez E. coli et 
dans les thylakoïdes. Les deux systèmes possèdent trois composants, TatA, TatB et TatC, où 
TatB et TatC forment un complexe dans la membrane composé de 6 à 8 copies de chaque 
protéine (Bolhuis et al., 2001). La protéine TatB contient une hélice transmembranaire et TatC 
possède six hélices transmembranaires (Punginelli et al., 2007). De plus, la protéine TatC des 
thylakoïdes possède à l’extrémité N-terminale un domaine dont la fonction est inconnue et qui 
n’est pas présent chez E. coli.  
Le cycle de translocation commence par la reconnaissance de séquence signal du substrat par 
le complexe TatBC (Figure 14, 1) (Cline & Mori, 2001 ; Gerard & Cline, 2007). Pour certains 
substrats, l’implication de chaperons spécifiques a été démontré (Papish et al., 2003 ; 
Kostecki et al., 2010). Après l’interaction du substrat avec le complexe TatBC, le signal twin-
arginine se retrouve proche de la protéine TatC, alors que la partie hydrophobe de la région H se 
rapproche de TatB. TatC interagit avec le motif SRRXFLK et confère la spécificité du système 
Tat vis-à-vis de ce motif (Cline & Mori, 2001 ; Alami et al., 2003). L’utilisation de la technique 
de pontage dirigé in vivo a démontré que la séquence signal Tat se fixe entre l’extrémité N-
terminale et la première boucle cytoplasmique de TatC (Zoufaly et al., 2012). Il a été proposé 
que plusieurs copies de la protéine TatB enveloppent la molécule du substrat (Maurer et al., 
2010). Le complexe TatBC avec le substrat a été isolé chez E. coli et sa structure a été 




Figure 14. Modèle de translocation par le système Tat chez E. coli et dans les chloroplastes. 
1. Reconnaissance de séquence signal du substrat par le complexe TatBC. 2. Association de monomères 
de TatA autour du complexe membranaire TatBC. 3. Transportation du substrat à travers la membrane 
interne dans le périplasme. 4. Clivage de la séquence signal par la signal peptidase spécifique 
(Palmer & Berks, 2003). 
Bien que le complexe TatBC contienne plusieurs copies de TatC et plusieurs sites de fixation 
de séquence signal, pour le moment, il n’a été démontré que la fixation d’une ou deux molécules 
du substrat en même temps.  
L’interaction entre le complexe TatBC et le substrat stimule l’association des monomères de 
TatA autour du complexe membranaire TatBC. Cette interaction est dépendante de la force 
proton motrice (Figure 14, 2) (Alami et al., 2003 ; Mori & Cline, 2002). Pendant la translocation, 
le substrat se trouve probablement en interaction simultanée avec les trois protéines Tat 
(Gerard & Cline, 2007 ; Mori & Cline, 2002). Une autre hypothèse soutient que le substrat 
pourrait être transféré de TatBC à TatA (Panahandeh et al., 2008). Les études du système Tat des 
thylakoïdes ont démontré que la polymérisation de TatA est stimulée par l’interaction avec le 
complexe TatBC-substrat (Dabney-Smith & Cline, 2009). Ces données ont été confirmées par 
les études réalisées chez E. coli en utilisant TatA fusionnée avec YFP (yellow fluorescent 
protein). La protéine TatA seule peut former un tétramère. Par contre, en présence du complexe 
TatBC-substrat, TatA forme un grand complexe composé de 25 sous-unités (Leake et al., 2008). 
Une étude structurale de TatA de B. subtilis, réalisée par spectroscopie à résonance 
magnétique nucléaire, a permis de confirmer la fiabilité des prédictions précédentes 
(Beck et al., 2013). Notamment, TatA possède une hélice transmembranaire (TMH) à l’extrémité 
N-terminale suivi d’une partie amphipathique (APH) et une extrémité C-terminale, non 
structurée et fortement chargée (Porcelli et al., 2002). L’extrémité C-terminale n’est pas 
essentielle à la fonction de TatA (Lee et al., 2002 ; Dabney-Smith et al., 2009). TatA est pliée 
autour d’un résidu de glycine conservé qui est située dans le linker entre TMH et APH, et qui 
permet un positionnement approprié de ces hélices. La protéine TatB semble avoir le même type 
de structure que TatA, tout en étant considérablement plus longue.  
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Lorsque TatA a été extraite de la membrane cytoplasmique à l’aide d’un détergent doux, cette 
protéine se trouve sous une forme d’oligomères d’une taille variée (Gohlke et al., 2005 ; 
Oates et al., 2005). L’analyse par microscopie électronique a montré que ces oligomères ont une 
structure circulaire avec une densité qui occupe la cavité centrale. Le taux d’oligomérisation de 
TatA dans la solution est dépendant de l’interaction spécifique entre ses hélices 
transmembranaires (Gohlke et al., 2005). 
Après l’assemblage du complexe TatABC-substrat, le substrat va être transporté à travers la 
membrane interne dans le périplasme, où la séquence signal va être clivée par la signal peptidase 
spécifique (Figure 14, 3) (Luke et al., 2009), suivie de la dissociation du complexe TatABC 
(Cline & McCaffery 2007 ; Mori & Cline, 2002) L’extrémité C-terminale de la séquence signal 
doit atteindre le côté périplasmique de la membrane pour être clivé (Figure 14, 4) 
(Paetzel et al., 1998). Le destin de la séquence signal après son clivage n’est pas clair. La 
location transmembranaire de la séquence signal non clivable de la protéine Rieske suppose que 
ce peptide peut être libéré du complexe TatABC dans la bicouche lipidique. Pourtant, l’adressage 
de la protéine PnlH de Dickeya dadantii dans la membrane externe est aussi guidé par la 
présence de la séquence signal Tat non clivable (Ferrandez & Condemine, 2008). Ceci montre 
que la séquence signal peut être relâchée sur le côté périplasmique de la membrane interne. 
Les systèmes de sécrétion chez les bactéries à Gram négatif. 
Une des tâches importantes des cellules bactériennes consiste à localiser correctement 
diverses protéines pour assurer leur fonctionnement correct. L’adressage des protéines 
bactériennes a été longtemps pensé comme un processus moins compliqué que celui dans les 
cellules eucaryotes, qui possèdent plusieurs compartiments (Filloux, 2010b). En général, le 
principe est le suivant : la protéine possède une « étiquette » qui porte l’information sur son 
adressage jusqu’à la destination finale. Cependant, il existe de multiples exemples beaucoup plus 
complexes. De plus, si chez les bactéries à Gram positif, les protéines extra-cytoplasmiques 
peuvent être insérées dans la membrane cytoplasmique ou être secrétées dans le milieu 
extracellulaire, ce choix est beaucoup plus complexe chez les bactéries à Gram négatif. Des 
protéines peuvent être dirigées dans la membrane cytoplasmique (interne), le périplasme, la 
membrane externe ou être sécrétées dans le milieu extracellulaire ou encore directement dans la 
cellule d’hôte. Ce large choix de destinations finales contraint des bactéries à Gram négatif à 
développer plusieurs systèmes de sécrétion. A l’heure actuelle, six systèmes de sécrétion ont été 
mis en évidence chez les bactéries à Gram négatif (Figure15) (Tseng et al., 2009). Ils assurent la 
sécrétion de divers substrats et possèdent des mécanismes très variés d’assemblage, de 




Figure 15. Six systèmes de sécrétion chez les bactéries à Gram négatif.  
MI : la membrane interne, ME : la membrane externe, MH : la membrane d’hôte (Tseng et al., 2009). 
Ces systèmes vont être présentés dans les chapitres suivants en portant une attention 
particulière aux mécanismes de reconnaissance des substrats.  
III. Le système de sécrétion de type I (T1SS). 
III.1. Introduction 
Le système de sécrétion type I fait partie de la famille des transporteurs ABC (ATP binding 
cassette), impliqués dans l’exportation ou l’importation de différents substrats à travers la 
membrane. Le T1SS est largement répandu chez les bactéries à Gram négatif, où il assure la 
sécrétion des protéines sous une forme non repliée en une seule étape, du cytoplasme vers le milieu 
extracellulaire.  
Les substrats du T1SS sont très variables au niveau de leur taille : de 5,8 kDa pour la colicine V 
à 900 kDa pour certaines protéines RTX (repeats-in-toxins). En général, ce sont des protéines acides 
avec un pI voisinant de 4. La majorité d’entre elles contiennent peu ou pas de cystéines. Ce sont des 
hydrolases (protéases, lipases, nucléases, phosphatases, glycanases), des toxines (par exemple, la 
toxine HlyA d’E. coli) ou des hémophores (par exemple, HasA de Serratia marcescens). Chez 
D. dadantii quatre métalloprotéases, PrtA, B, C et G sont secrétées par le T1SS 
(Ghigo & Wandersman, 1992). La sécrétion des substrats de T1SS est indépendante du système Sec. 
Les séquences signal qui permettent la sécrétion par T1SS sont localisées à l’extrémité N-terminale 
des bactériocines et colicines ou à l’extrémité C-terminale des autres substrats 
(Kanonenberg et al., 2013).  
La première protéine pour laquelle la sécrétion par le T1SS a été démontrée était l’hémolysine 
HlyA (Welch et al., 1981). L’hémolysine HlyA est une protéine de la famille RTX 
(Linhartova et al., 2010). Le système Hly est composé d’un transporteur ABC (la protéine HlyB), 
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d’une protéine MFP (membrane fusion protein, la protéine HlyD) et de la protéine OMP (outer 
membrane protein, TolC) (Holland et al., 2005) (Figure 16).  
 
 
Figure 16. Modèle du T1SS impliqué dans la sécrétion de la protéine HlyA 
(Kanonenberg et al., 2013). Le transporteur ABC est représenté en bleu (avec son domaine CLD en 
rouge), la protéine MFP est en vert et la protéine OMP est en orange. Les structures secondaires sont 
présentées pour le transporteur ABC, HlyB (1XEF, Zaitseva et al., 2005), le domaine CLD de HlyB 
(3ZUA, Lecher et al., 2012) et la protéine TolC (1EK9, Koronakis et al., 2000).  
Outre son rôle de connecteur, la protéine MFP semble être impliquée dans la reconnaissance du 
substrat grâce à sa partie N-terminale située dans le cytoplasme (Figure 16). La délétion de cette 
partie de la protéine HlyD affecte la sécrétion de l’hémolysine HlyA (Balakrishnan et al., 2001). De 
plus, il a été démontré que le recrutement de la protéine OMP se produit seulement après 
l’interaction du substrat avec les deux protéines de la membrane interne : MFP et le transporteur 
ABC (Figure 16). 
III.2. Le transporteur ABC joue le rôle principal dans le T1SS. 
Le transporteur ABC joue un rôle de moteur de la sécrétion, il est également impliqué dans la 
reconnaissance du substrat. La structure du transporteur ABC consiste en deux domaines 
transmembranaires (TMD) et deux domaines de liaison au nucléotide (nucleotide binding domain, 
NBD) (Davidson et al., 2008; Jones et al., 2009).  
Le domaine de liaison au nucléotide NBD est composé de motifs conservés : un motif Walker A 
et Walker B, les boucles C, Q, D et H et boucle à la proline, nécessaires à l’hydrolyse de l’ATP 
(Higgins & Linton, 2004). Les domaines transmembranaires sont des régions variables. Ceci est lié 
à leur rôle dans la reconnaissance du substrat. 
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Les transporteurs ABC forment des dimères fonctionnels (Fetsch & Davidson, 2002; 
Zaitseva et al., 2005). La fixation de l’ATP provoque un changement conformationnel : en 
l’absence de l’ATP les deux NBDs sont ouverts, tandis qu’ils se ferment suite à la fixation de l’ATP 
et forment un dimère compact (Hollenstein et al., 2007). 
Tous les transporteurs ABC impliqués dans la sécrétion par T1SS sont composés de deux TMDs 
et deux NBDs. Par contre, la plupart d’entre eux possèdent à l’extrémité N-terminale des domaines 
supplémentaires cytoplasmiques. Cette variabilité de la partie N-terminale a permis de classer les 
transporteurs ABC en trois groupes (Kanonenberg et al., 2013). Cette classification est cohérente 
avec le type du signal de sécrétion. Le premier groupe contient les transporteurs ABC de type 
peptidase C39 qui sont impliqués dans la reconnaissance de la séquence signal située à l’extrémité 
N-terminale des substrats. Le deuxième groupe est représenté par les transporteurs ABC portant les 
domaines CLD connus pour leur interaction avec l’extrémité C-terminale des substrats. Enfin, le 
troisième groupe réunit les transporteurs ABC sans aucun domaine supplémentaire.  
III.2.1. Les transporteurs ABC possédant les domaines de type peptidase C39. 
Les substrats secrétés par ce groupe du T1SS possèdent une séquence signal clivable à 
l’extrémité N-terminale. Ce type de système est impliqué dans le transport des petites bactériocines 
et microcines (Duquesne et al., 2007). Premièrement, ce type de transport a été décrit chez les 
bactéries à Gram positif, car la sécrétion des petits peptides antimicrobiens n’est pas fréquente chez 
les bactéries à Gram négatif. Les microcines d’une taille inférieure à 10 kDa représentent les plus 
petits substrats secrétés par le T1SS (Duquesne et al., 2007). Les transporteurs ABC qui sont 
impliqués dans la sécrétion des microcines contiennent un domaine supplémentaire à l’extrémité N-
terminale avec une activité protéolytique dépendante du calcium (Wu & Tai, 2004). Comme ce 
domaine protéolytique possède une structure et une séquence similaires à celles de la peptidase C39, 
il a été appelé domaine C39 (Havarstein et al., 1995). La peptidase C39 est responsable du clivage 
de la séquence signal N-terminale vers son extrémité C-terminale où est situé un motif double 
glycines. Après le clivage réalisé pendant l’interaction entre la séquence signal avec le transporteur 
ABC, le substrat sera secrété par le T1SS (Duquesne et al., 2007).  
Le substrat le mieux caractérisé de ce type de T1SS est la colicine V ou MccV d’E. coli 
(Jeziorowski et al., 2007). Le domaine C39 possède le site actif composé de trois résidus conservés : 
histidine, cystéine et l’acide aspartique qui sont essentiels pour l’activité protéolytique et la 
sécrétion (Wu & Tai, 2004). D’autres études ont confirmé le rôle majeur de ce domaine, car il est 
indispensable au clivage de la séquence signal et à l’activité du transporteur ABC. Le rôle exact de 
la séquence signal N-terminale de ce type de T1SS n’a pas été identifié. Cependant, il a été proposé 
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que l’interaction entre la séquence signal et le domaine C39 permette de garder le substrat dans sa 
forme non repliée pendant la sécrétion (Duquesne et al., 2007).  
III.2.2. T1SS avec les transporteurs ABC possédant un domaine CLD.  
Dans certains T1SS, le transporteur ABC possède à l’extrémité N-terminale un domaine de 
structure similaire à celle du domaine C39 (Ishii et al., 2010). Par contre, ce domaine ne possède 
pas d’activité protéolytique à cause de l’absence de la cystéine dans son site actif 
(Lecher et al., 2012). Il a été appelé CLD (C39-like domain). Les substrats sécrétés par ce type de 
T1SS ne possèdent pas une séquence signal à l’extrémité N-terminale. Par contre, il a été démontré 
que la présence d’un domaine CLD est essentielle pour la sécrétion de l’hémolysine HlyA et que le 
domaine CLD isolé est capable d’interagir avec le fragment C-terminal de HlyA 
(Lecher et al., 2012). 
Le signal permettant la sécrétion par ce type de T1SS est localisé à l’extrémité C-terminale des 
protéines et il est non clivable (Delepelaire, 2004). De plus, les substrats de T1SS contiennent 
souvent plusieurs motifs RTX (repeats-in-toxins). Ces motifs sont des régions riches en glycine et 
acide aspartique NGGXGXDXUXC, où U représente un grand résidu hydrophobe (Welch, 2001). 
Ces motifs RTX représentent des sites de liaison au calcium et ils jouent un rôle important dans le 
repliement des protéines RTX. Ces protéines ne peuvent pas se replier dans le cytoplasme, où la 
concentration en calcium est basse. Plusieurs protéines secrétées par le T1SS possèdent jusqu’aux 
50 motifs RTX par protéine, qui forment une structure riche en brins-β. Plusieurs études ont 
démontré l’importance de ces régions pour l’activité des protéines sécrétées. Un modèle de 
sécrétion par le T1SS a été proposé pour les protéines RTX (Figure 17). 
Le transporteur ABC et la protéine MFP forment un complexe dans la membrane interne en 
l’absence du substrat (étape 1). La séquence signal localisée à l’extrémité C-terminale interagit avec 
les domaines NBD du transporteur ABC et/ou avec la protéine MFP ; ceci provoque le recrutement 
de la protéine OMP et la formation d’un canal à travers du périplasme (étape 2). Le substrat est 
secrété sous une forme non repliée, ce qui a été récemment confirmé (Bakkes et al., 2010) (étape 3). 
Repliement du substrat avec l’assistance du calcium dans le milieu extracellulaire et restauration du 




Figure 17. Modèle de sécrétion par le T1SS pour les protéines RTX.  
Le code couleur est le même que dans le Figure 16. Le substrat est représenté en noir sous une forme non 
repliée dans le cytoplasme, la séquence signal est marquée en rouge et le site de fixation du calcium avec 
les motifs RTX sont représentés avec les cercles (Kanonenberg et al., 2013). 
III.2.3. T1SS avec les transporteurs ABC sans aucun domaine supplémentaire. 
Dans certains T1SS, le transporteur ABC ne possèdent aucun domaine supplémentaire. Leurs 
substrats peuvent contenir des motifs RTX, mais ils ne possèdent pas une séquence signal 
N-termainale clivable. La majorité de ces substrats sont de petite taille et possèdent une activité 
hydrolytique, par exemple, des protéases ou des lipases (Delepelaire, 2004 ; Holland et al., 2005). 
Le substrat de ce type de T1SS le mieux caractérisé est probablement l’hémophore HasA, secrétée 
par S. marcescens dans les conditions d’une basse concentration en fer (Holland et al., 2005 ; 
Masi & Wandersman, 2010). La protéine HasA ne contient pas de motif RTX. Cependant, le 
mécanisme de sa reconnaissance est proche de celui des protéines RTX, car la séquence reconnue 
par le transporteur ABC est localisée à l’extrémité C-terminale de HasA (Delepelaire, 2004). De 
plus, il a été démontré que HasA contient des motifs appelés “primary anchor sites” qui sont 
nécessaires à l’interaction avec le transporteur ABC et à la sécrétion. Ces données ont permis de 




Figure 18. Modèle de sécrétion de HasA par le T1SS. 
Le substrat interagit avec le chaperon SecB, ce qui permet l’exposition des motifs de reconnaissance qui 
vont être reconnus par le transporteur ABC, HasD (Masi & Wandersman, 2010). 
La protéine HasA contient des motifs supplémentaires permettant sa reconnaissance par le 
système Has. Il a été démontré que la sécrétion de HasA est dépendante de la présence d’un 
chaperon général SecB (Masi & Wandersman, 2010). Ce chaperon interagit avec la partie N-
terminale de la protéine HasA et empeche son repliement dans le cytoplasme, car il a été démontré 
que les substrats du T1SS sont secrétés sous une forme non repliée (Sapriel et al., 2002). En 
l’absence du chaperon SecB, la sécrétion de HasA est arrêtée (Sapriel et al., 2003 ; 
Wolff et al., 2003 ). Dans le cas des protéines RTX c’est une faible concentration en calcium qui 
joue le rôle principal pour éviter le repliement des substrats dans le cytoplasme. Par contre, la 
protéine HasA se replie très vite dans le cytoplasme en l’absence de SecB ce qui n’est pas 
compatible avec la sécrétion (Debarbieux & Wandersman, 2001). Il a été suggéré que les domaines 
supplémentaires situés à l’extrémité N-terminale du transporteur ABC peuvent agir comme des 
chaperons en interagissant avec leurs substrats.  
On ne dispose que de peu de données sur la structure de la séquence C-terminale des protéines 
sécrétées par le T1SS. Il a été démontrée qu’une telle séquence isolée est capable de former une 
hélice-α (Kanonenberg et al., 2013). La séquence C-terminale de l’hémolysine peut être remplacée 
par une séquence équivalente de certaines autres protéines de la famille RTX, même si le degré de 
leur homologie de séquence est très bas. Ceci confirme l’hypothèse que le signal de sécrétion de 
T1SS est d’une nature structurale. Le signal de sécrétion d’hémolysine HlyA est constitué de deux 
hélices-α séparées par un linkeur et suivies d’une région non structurée à l’extrémité C-terminale. 
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La première hélice-α a un caractère amphiphile et est essentielle pour la sécrétion, tandis que la 
deuxième peut être remplacée par un linker de quatre à sept résidus (Delepelaire, 2004).  
L’extrémité C-terminale des protéases, de l’hémophore HasA et des lipases possède plus de 
conservation. Toutes les séquences C-terminales des protéases possèdent un acide aminé chargé 
négativement suivi par trois résidus hydrophobes. Même un seul résidu ajouté dans cette région 
peut affecter la sécrétion. Par exemple, l’ajout d’un résidu du tryptophane à l’extrémité C-terminale 
de métalloprotéase PrtG de D. dadantii diminue le niveau de sa sécrétion à 50 %, et la substitution 
d’un de résidus chargés par la phénylalanine arrête complètement la sécrétion 
(Ghigo & Wandersman, 1994). 
En général, le signal de sécrétion de T1SS serait donc constitué d’une séquence non clivable, 
située à l’extrémité C-terminale du substrat. Cette région de 30 à 60 résidus n’est pas conservée au 
niveau de séquence en acides aminés mais elle possède une structure secondaire conservée. De plus, 
cette séquence ne peut pas être enlevée sans perte de sécrétion (Zhang et al., 1995). Les études 
réalisées plus récemment ont démontré que la protéine HasA peut être adressée vers le transporteur 
ABC même en absence de 14 résidus situés à l’extrémité C-terminale (Cescau et al., 2007). 
Cependant, l’absence de cette région provoque un arrêt de sécrétion, ceci suggère que l’extrémité C-
terminale de substrat joue un rôle important pendant l’étape de libération de substrat et de 
réinitialisation de la sécrétion.  
Il a été démontré que les domaines NBD du transporteur ABC HlyB interagissent spécifiquement 
avec l’extrémité C-terminale de la protéine sécrétée, HlyA (Benabdelhak et al., 2007). Ces données 
corroborent une étude précédente dans laquelle la protéine hybride portant la partie N-terminale de 
la protéine AprA de P. aeruginosa et la partie C-terminale de HlyA d’E. coli a été dirigée vers le 
transporteur HlyB mais pas à AprB (Duong et al., 1996). Ceci confirme une connexion et une 
dépendance entre les transporteurs ABC et les substrats de T1SS. 
En conclusion, le motif de sécrétion des protéines sécrétées par T1SS peut être présenté soit par 
une séquence localisée à l’extrémité N-terminale (bactériocines et colicines), soit par une séquence 
non-clivable C-terminale. Le rôle principal de la reconnaissance de protéines est attribué aux 




IV. Le système de sécrétion de type III (T3SS). 
IV.1. Introduction. 
Au moins 25 % des espèces de bactéries à Gram négatif, pathogènes et symbiotiques utilisent 
un appareil de sécrétion de type III pour injecter des effecteurs directement dans le cytoplasme 
de la cellule eucaryote cible (Worrall et al., 2010). Ce système est largement répandu chez les 
pathogènes d’animaux Yersinia, Pseudomonas, Shigella, Salmonella et les souches pathogènes 
d’E. coli (Cornelis, 2006).  
Le T3SS, appelée aussi injectisome, forme un complexe multiprotéique qui traverse les deux 
membranes bactériennes et la membrane de la cellule de l’hôte (Figure 19). Ceci permet la 
sécrétion des substrats en une seule étape, directement dans le cytoplasme de cellules de l’hôte. 
Les protéines secrétées par le T3SS, appelées effecteurs, sont très nombreuses et variées. Les 
pathogènes d’animaux équipés d’un T3SS secrètent entre quatre et douze effecteurs qui affectent 
la signalisation dans les cellules eucaryote et déstabilisent la réponse de défense 
(Moraes et al., 2008; Worrall et al., 2010).  
Chez les pathogènes de plantes (P. syringae, Erwinia amylovora, X. campestris, Ralstonia 
solanacearum) les effecteurs secrétés par T3SS peuvent à la fois provoquer des réponses 
d'hypersensibilité (HR, interaction incompatible) sur des plantes non-hôtes et des plantes hôtes 
résistantes ainsi que la maladie sur des plantes hôtes sensibles (interaction compatible). Les 
effecteurs peuvent affecter la signalisation en réprimant la réponse de défense ; certains 
effecteurs possèdent une activité de protéase à cystéine ou phosphatase à tyrosine (Moraes et al., 
2008; Worrall et al., 2010). Les gènes codant les effecteurs et les composants du T3SS sont 
souvent regroupés au même endroit dans le génome des bactéries : ce sont des îlots de 
pathogénicité, appelés clusters hrp chez les pathogènes des plantes. Le nombre d'effecteurs peut 
varier d'un pathogène à l’autre : près d'une quarantaine a été identifiée chez les divers pathovars 
de P. syringae tandis qu'E. amylovora n'en possède qu'une dizaine.  
Des études génétiques ont démontré une forte similarité du T3SS avec l’appareil flagellaire 
chez les bactéries à Gram négatif. Cette similarité est conservée au niveau structural et 
fonctionnel (Erhardt et al., 2010). Les T3SSs sont organisés en 7 familles différentes. Chez les 
pathogènes des plantes deux types de T3SS sont présents, les familles Hrp1 et Hrp2 (Cornelis, 
2006). Souvent, la même bactérie possède deux systèmes de type III appartenant à deux familles 
différentes, où chaque système accomplit un rôle spécifique pendant l’infection 
(Yip & Strynadka, 2006). En général, le T3SS est composé d’une vingtaine de protéines 
différentes, mais seule neuf d’entre elles sont bien conservées chez tous les systèmes (Cornelis, 
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2006). Les composants du T3SS sont organisés en trois complexes : 1) le corps basal 2) une 
structure creuse qui ressemble à une aiguille et 3) le translocon (Izoré et al., 2011; 
Matteï et al., 2011) (Figure 19). L’assemblage du système commence par la formation du corps 
basal, suivi par l’assemblage des structures en anneaux dans les membranes interne et externe 
(Figure 19, étape 1) (Diepold et al., 2010). Ensuite, une structure en aiguille va être assemblée 
pour arriver jusqu’à la membrane de la cellule hôte (Figure 19, étape 2 et 3). Enfin, le translocon, 
un complexe protéique creux, va être formé dans la membrane de la cellule de l’hôte et les 
effecteurs vont être transportés à travers ce pore dans le cytoplasme de la cellule hôte (Figure 19, 
étape 4). 
 
Figure 19. Représentation schématique d’assemblage du T3SS de P. aeruginosa. 
1) Après la formation du corps basal (en vert) la protéine PscF (en bleu) se dissocie de ses chaperons 
(PscG et PscE), passe au travers du corps basal et se polymérise pour former une « aiguille ». 2) PcrV (en 
jaune) se dissocie de son chaperon cytoplasmique PsrG (en marron) et forme le sommet de l’« aiguille ». 
3) Les protéines du translocon PopB (en bleu clair) et PopD (en violet) se dissocient de la protéine PcrH 
(en gris). 4) Après la formation du pore de translocon dans la membrane de la cellule d’hôte, les 
effecteurs se dissocient de leur chaperon cytoplasmique et vont être transportés à travers le canal de 
l’« aiguille » directement dans le cytoplasme d’hôte (Diepold et al., 2010).  
Les études structurales réalisées à l’aide de microscopie électronique ont permis de décrire en 
détail le corps basal du T3SS de Shigella et Salmonella. Il est composé de trois protéines 
conservées, qui sont organisées en anneaux (Schraidt & Marlovits, 2011) (Figure 20). Deux de 
ces protéines sont situées dans la membrane interne et la troisième, la sécrétine, se trouve dans la 
41 
 
membrane externe. La sécrétine de T3SS possède une forte similarité avec les sécrétines des 
autres systèmes, comme le système de sécrétion de type II (T2SS) et le système de pili type IV 
(T4P). La partie du corps basal située dans la membrane externe est connectée à celle de la 
membrane interne par une région de la sécrétine en forme d’un « cou ». A l’intérieur, le corps 
basal est connecté avec les protéines de la membrane interne par une structure en forme de 
« tasse » qui est orientée vers le cytoplasme. Il est concevable que les protéines à sécréter sous 
une forme dépliée soit délivrées dans cette cavité de la « tasse » avant d’être chargées dans la 
cavité de l’ « aiguille » (Hayes et al., 2010) (Figure 20).  
 
Figure 20. Complexe du corps basal du T3SS de S. typhimurium. 
Reconstitution 3D obtenue par cryo-microscopie électronique. Les structures cristallines des domaines 
périplasmique des protéines EscC (en vert, 3GR5), PrgH (en violet, 3GR0) et EscJ (en orange, 1YJ7) ; et 
les anneaux formés par EscJ et PrgH sont également présentés, leurs positions sont indiquées avec les 
flèches sur la structure 3D (Tosi et al., 2013).  
IV.2. Le rôle de chaperons dans la sécrétion par le T3SS.  
L’assemblage et la sécrétion de substrats du T3SS nécessite la participation de chaperons 
spécifiques. Les chaperons de T3SS ne possèdent pas d’activité enzymatique ATPasique, ils se 
fixent sur les substrats et empêchent ainsi le repliement d’une partie de la protéine. Les 
chaperons du T3SS ne sont jamais secrétés à l’extérieur du cytoplasme. En effet, les études de 
co-cristallisation et de l’interaction en solution réalisées par RMN ont démontré que les 
chaperons de T3SS se fixent sur les protéines, les maintiennent dans un état partiellement déplié 
(Stebbins et al., 2001 ; Rodgers et al., 2010). Une classification des chaperons a été proposée 
(Cornelis, 2006) : les chaperons de classe I qui interagissent avec les effecteurs secrétées par le 
T3SS, les chaperons de classe II se fixent sur les protéines du translocon et les chaperons de 
classe III liées aux protéines de l’ « aiguille ».  
IV.2.1. Les chaperons de Classe I : les protecteurs de substrats de T3SS.  
Généralement, les effecteurs sécrétés par le T3SS sont dépendantes de la présence de 
chaperons de Classe I. Les chaperons de classe I sont des petites protéines (de 15 à 20 kDa) 
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acides (pI ~4-5), qui sont actives sous une forme dimérique. Ce type de chaperons interagit avec 
la protéine partenaire par le domaine de liaison au chaperon (CBD, chaperone-binding domain) 
localisé dans la région N-terminale des effecteurs. Les chaperons de classe I peuvent être divisés 
en deux sous-classes, IA et IB. Les chaperons de classe IA interagissent avec un seul effecteur et 
leur gène sont situés à coté du gène de leur effecteur. Les chaperons de classe IB interagissent 
avec plusieurs effecteurs et leur gène sont situés proche de l’opéron de T3SS. 
Même si les chaperons de cette classe ne partagent pas une forte similarité de séquence, ils 
possèdent le même type de la structure tridimensionnelle. Le chaperon InvB comporte cinq brins 
β et trois hélices α. Le domaine CBD des effecteurs entoure le chaperon dimerique, et ils forment 
ensemble une structure composée d’hélices α (Figure 21). Les résidus hydrophobes situés sur 
l’interface formé par la dimérisation du chaperon sont impliqués dans l’interaction avec la 
protéine-effecteur. 
 
Figure 21. Structure cristalline du complexe SipA-InvB.  
Deux monomères du chaperon InvB sont présentés en bleu et jaune. La protéine SipA est présentée en 
rouge avec la région qui interagit avec le chaperon en vert.  
Même si certains chaperons de T3SS ont été caractérisés plus en détails, leur fonction est 
encore discutable. Certaines études ont démontré que les chaperons peuvent participer à 
l’adressage des effecteurs et les présenter au système. Les autres travaux soutiennet que le rôle 
principal des chaperons est de garder les substrats de T3SS dans un état compatible avec la 
sécrétion. Il a été proposé que le chaperon de la protéine SycE peut porter un signal 
tridimensionnel qui va être reconnu par les composants du T3SS (Birtalan et al., 2002). Les 
chaperons peuvent également faciliter la présentation de fragments situés à coté du domaine 
CBD. Il a été démontré que chez S. typhimurium, le chaperon empêche la sécrétion des 
effecteurs par le système de l’assemblage de flagelle à la place de l’injectisome 
(Lee & Galan, 2004). Cette hypothèse est cohérente avec le modèle d’interaction du substrat 
avec l’ATPase du T3SS. L’ATPase enlève le chaperon du site d’interaction avec l’effecteur 
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avant sa sécrétion. Il a été démontré que les ATPases ont évolué pour pouvoir reconnaitre des 
chaperons. Enfin, certains chaperons de classe I sous forme libre jouent un rôle dans la 
régulation de la synthèse des effecteurs (Akeda & Galán, 2005).  
IV.2.2. Les chaperons de Classe II.  
Les protéines hydrophobes sont souvent toxiques pour la cellule bactérienne et les chaperons 
de Classe II accomplissent un rôle de neutralisation de cette toxicité (Wilharm et al., 2006). Par 
exemple, le chaperon SycD interagit avec les protéines YopBD chez Yersinia. Le chaperon IpgC 
a la même fonction vis-à-vis d’IpaBC chez Shigella et SicA, vis-à-vis de SipBC chez Salmonella 
typhimurium. De plus, pour SicA, un rôle de régulation de la synthèse des effecteurs a été décrit 
(Page & Parsot, 2002).  
Les chaperons de classe II interagissent avec la région N-terminale des protéines du 
translocon (Adam et al., 2012). La structure de ce complexe a été obtenue grâce à la co-
cristallisation de chaperons avec les peptides issus du domaine de liaison au chaperon 
(Figure 22). Ces chaperons forment un homodimère composé d’hélices-α antiparallèles. Dans la 
structure du complexe IpgC-IpaB de Shigella, le chaperon IpgC forme un dimère avec une cavité 
d’environ 10 Å dans laquelle le peptide de la protéine IpaB est fixé (Lunelli et al., 2009). Les 32 
résidus N-terminaux d’IpgC sont indispensables pour la dimérisation. Il en est de même pour les 
régions N-terminales des chaperons SicA de Salmonella et SycD d’Yersinia. Par ailleurs, les 
substitutions dans la région N-terminale d’IpgC affectent le niveau de la sécrétion des effecteurs 
(Lunelli et al., 2009). 
 
Figure 22. Structures de domaines N-terminaux de protéines du translocon et des chaperons.  
A) Les domaines N-terminaux de protéines IpaB de Shigella et SipB de Salmonella B) Les chaperons 
IpgC, SycD et PcrH avec les peptides du domaine de liaison au chaperon. (Lunelli et al., 2009). 
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IV.2.3. Les chaperons de classe III.  
Les chaperons de classe III interagissent avec les sous-unités de l’« aiguille » empêchant ainsi 
leur polymérisation précoce dans le cytoplasme. De plus ces chaperons assistent la 
reconnaissance des composants de l’injectisome et assurent leur adressage vers le pore de 
translocation. Par exemple, PscF, le composant de l’« aiguille » de P. aeruginosa, interagit avec 
deux chaperons cytoplasmiques, PscE et PscG (Figure 23A). Les mêmes évènements ont été 
décrits chez Yersinia, avec la protéine YscF et le couple YscE/YscG (Figure 23B).  
 
Figure 23. Structures de chaperons de classe III.  
A) Les protéines chaperons PscE et PscG de P. aeruginosa. B) Les chaperons YscG et YscE d’Yersinia. 
C) Topologie de chaperons.  
IV.3. Les effecteurs secrétés par le T3SS. 
Le T3SS assure la translocation de nombreux effecteurs très variés dans les cellules de l’hôte. 
Après la translocation dans le cytosol d’une cellule de l’hôte, plusieurs effecteurs vont mimer la 
structure et/ou la fonction de protéines eucaryotes dans le but de perturber la signalisation. Ceci 
joue un rôle important dans la colonisation, l’invasion, la survie et la virulence de pathogènes 
portants un T3SS (Cornelis, 2006).  
Chez les pathogènes des plantes, le T3SS sécrète des substrats appelées protéines d'avirulence 
Avr et effecteurs du type Hrp (Hypersensitive Response Proteins). Ces protéines peuvent être 
reconnues par des protéines de résistance de la plante hôte, codées elles-mêmes par des gènes de 
résistance ou R. Cette reconnaissance est spécifique, c'est-à-dire qu'une protéine R ne pourrait 
reconnaître qu'un type de protéine Avr, et elle aboutit à une réaction de résistance générale qui se 
traduit par la mort cellulaire au point d'infection, rendant impossible la progression du pathogène. 
Cette réaction est appelée la réaction d'hypersensibilité (HR, Hypersensitive Response). 
L'interaction protéine R-Avr peut se faire directement, par contact entre les deux protéines ou 
grâce à la reconnaissance indirecte de conséquences de l’activité de la protéine Avr 
(Coll et al., 2011). Les effecteurs Hrp sont les initiateurs du dialogue moléculaire qui s'établit 
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entre la plante et la bactérie. Leur rôle est de pouvoir créer une situation de compatibilité qui 
permettra au pathogène de se multiplier, comme, par exemple, provoquer une nécrose cellulaire 
pour assurer une disponibilité en nutriments relâchés des cellules hôtes. À l'origine, avant 
l'apparition des gènes majeurs de résistance R, le rôle des premiers effecteurs Hrp était 
vraisemblablement de supprimer les défenses dites "basales" de la plante comme la production 
de composés antimicrobiens de type phytoalexines. Avec l'apparition des gènes de résistance, les 
bactéries phytopathogènes ont dû faire face à une nouvelle barrière de défense très efficace (PR-
protéines, mort cellulaire, en plus des défenses basales). Dans un certain nombre d'interactions, 
les bactéries phytopathogènes disposent d'effecteurs Hrp leur permettant de contourner ces 
défenses pour réussir l'infection. L'un des premiers rôles des effecteurs Hrp injectés dans la 
cellule hôte est de supprimer les défenses activées suite à la détection du pathogène. Cette 
détection est en général liée à la présence de motifs conservés à la surface des pathogènes, les 
PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns), qui sont reconnus par les cellules hôtes via 
des récepteurs type RLK (Receptor-like kinase) ou type NBS-LRR (Nucleotide-Binding Site 
Leucine-Rich Repeat). Mais certains effecteurs Hrp peuvent également interférer avec les 
réponses résultant d'une interaction R-Avr (protéine de résistance R et l’effecteur Avr). C'est par 
exemple le cas d’interaction AvrPtoB qui est capable d'inhiber les réponses découlant de la 
reconnaissance de l'effecteur AvrPto par la protéine de résistance Pto dans le cadre de 
l'interaction incompatible de Pseudomonas syringae avec le plant de tabac (Cheng et al., 2011).  
Des effecteurs de T3SS possédant une activité protéolytique. Les protéases à cystéine et 
métalloprotéases ont été identifiées chez les pathogènes des animaux et des plantes et les 
bactéries symbiotiques de plantes. Par exemple, la protéine AvrPrt2 de P. syringae est une 
peptidase à cystéine qui dégrade la protéine RIN4 de plante qui joue un rôle important dans la 
défense immunitaire (Afzal et al., 2011). Une autre protéase AvrPphB réalise un clivage d’une 
kinase de type récepteur PBS1 et inhibe ainsi la réponse hypersensible HR (Shao et al., 2002).  
IV.4. Le signal de sécrétion de T3SS.  
Les acides aminés 7 à 15 des protéines YopE, YopH, YopN et YopQ chez Yersinia sont 
suffisants pour assurer la sécrétion d’une protéine rapporteur par le T3SS dans les conditions de 
basse concentration en calcium (Sorg et al., 2005 ; Blaylock et al., 2008). Par contre, l’injection 
de ces protéines dans la cellule hôte nécessite la présence d’un fragment supplémentaire de la 
protéine portant les résidus de 70 à 100 (Cheng et al., 2001). 
Les dix-sept premiers acides aminés de l’effecteur YopH forment une hélice-α amphipathique, 
tandis que les quinze premiers résidus de YopE ont une tendance de former un feuillet-β 
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amphipathique (Evdokimov et al., 2001). Il a été donc suggéré que ce caractère amphipathique 
joue un rôle dans la reconnaissance.  
Cependant, d’autres études ont proposées que le signal de sécrétion peut être représenté par la 
structure secondaire de l’ARNm plutôt que la séquence d’acides aminés (Anderson et al., 1997).  
En conclusion, deux hypothèses sur la nature du signal de sécrétion sont probables : 1) le 
signal de sécrétion est représenté par une séquence N-terminale ou 2) une partie 5’ de l’ARNm 
de substrats peut assurer le rôle de ce signal.  
 
 
IV.5. Le modèle de reconnaissance de substrats par le T3SS.  
Dans certains cas, la présence d’une séquence signal N-terminale est suffisante pour assurer la 
sécrétion de protéines rapporteurs par le T3SS (Crawford et al., 2002). Par contre, dans la 
majorité de cas, l’efficacité de translocation est plus élevée lorsque le domaine de liaison au 
chaperon est aussi présent et la translocation s’effectue en présence du chaperon associé 
(Crawford et al., 2002 ; Charpentier et al., 2004 ; Mills et al., 2008).  
Les données collectées chez les différents T3SS ont confirmé que les chaperons jouent un rôle 
important dans la sécrétion des effecteurs. De plus, les interactions de chaperons avec trois 
composants de T3SS ont été mises en évidence. Notamment, ils interagissent avec l’ATPase 
(YscN) (Sorg et al., 2006), la protéine YscQ qui forme un anneau à la base du corps du T3SS 
dans le cytoplasme et la protéine membranaire YscV. Les interactions entre chaperon FlgN et la 
protéine FlhA (un homologue de YscV) ont été détectées dans le système d’assemblage du 
flagelle (Akeda & Galan, 2005).  
L’ensemble de ces données a permis de proposer un modèle de la reconnaissance et de la 
sécrétion de substrats de T3SS dans l’ordre hiérarchique (Thomas et al., 2012) (Figure 24). Le 
chaperon de classe I peut interagir avec plusieurs effecteurs, qui sont produits à des moments 
différents et ont une affinité variable vis-à-vis du chaperon. Le chaperon interagit d’abord avec 
l’effecteur ayant l’affinité la plus forte. Ce complexe va être reconnu par l’ATPase YscN et le 
complexe tripartite va être pris en charge par la machinerie du T3SS. Le chaperon dimérique est 
aussi capable d’interagir avec deux autres composants du T3SS, YscV et YscQ. L’hydrolyse de 
l’ATP par YscN favorise la dissociation du complexe chaperon-effecteur et permet à l’effecteur 
d’entrer dans le corps basal du T3SS. Le chaperon ainsi libéré peut potentiellement d’interagir 
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avec un autre effecteur dans le cytoplasme. Il est aussi possible que l’effecteur soit pris en charge 
par le T3SS indépendamment du chaperon grâce à une interaction de sa séquence N-terminale 
avec les composants du système (Botteaux et al., 2009).  
 
Figure 24. Modèle de reconnaissance du complexe chaperon-effecteur par le T3SS. 
Les effecteurs sont représentés en couleur verte, rouge et violet avec les noms E1, E2 et E3, ce qui 
représente l’ordre de leur sécrétion par le T3SS. Le nombre de (+) est lie à la possibilité d’être pris en 
charge par le T3SS. Le chaperon est représenté sous la forme de deux cercles jaunes. L’ATPase YscN est 
représentée sous la forme d’un hexamère dans le cytoplasme et d’une dodécamère quand elle est associée 
à la membrane. La protéine YscQ (en gris) forme un anneau à la base de la machinerie de T3SS qui est 
situé proche d’un oligomère de YscV (en rouge). La lettre N attachée à l’effecteur représente la séquence 
N-terminale (Thomas et al., 2012). 
V. Le système de sécrétion de type IV (T4SS).  
V.1. Introduction.  
Les systèmes de sécrétion type IV (Type IV secretion system, T4SS) sont responsables du 
transport de protéines et d’ADN à l’intérieur du cytoplasme de cellules cible d’eucaryotes ou des 
bactéries. Les T4SSs sont largement répandus chez les bactéries à Gram négatif, mais également 
présents chez les bactéries à Gram positif. Ce système a énormément évolué au niveau de 
l’architecture de la machinerie, des types de substrats secrétés et du mécanisme impliqué dans le 
contact avec la cellule cible (Alvarez-Martinez & Christie, 2009).  
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En effet, le nom T4SS réunit trois sous-familles des systèmes de sécrétion 
(Guglielmini et al., 2013). La première sous-famille contient les systèmes de conjugaison, elle 
est la plus large et la plus répandue (Alvarez-Martinez & Christie, 2009). Le système de 
conjugaison est utilisé pour transporter l’ADN simple brin et une ou plusieurs protéines à travers 
de l’enveloppe d’une bactérie donneuse à une bactérie receveuse. Les systèmes de conjugaison 
ont été décrits chez les bactéries à Gram négatif, à Gram positif et chez certaines archées 
(Alvarez-Martinez & Christie, 2009). Souvent, les gènes codant ces systèmes ont portés par les 
plasmides, par exemple, les plasmides de conjugaison F, R388, pKM101, RP4 chez E. coli ou le 
système de transfert de l’ADN-T chez A. tumefaciens.  
La deuxième sous-famille de T4SSs est responsable de la sécrétion de protéines effecteurs. Ce 
type de T4SS délivre les effecteurs directement dans le cytosol de cellules eucaryotes pour 
favoriser la colonisation par les bactéries et leur survie dans les cellules et les tissus d’hôte. Ce 
type de système est utilisé par plusieurs bactéries pathogènes : Bordetella pertussis, Helicobacter 
pylori, Legionella pneumophila, Coxinella burnetti, Bartonella spp., Brucella spp. et Rickettsia 
spp. (Terradot et al., 2011).  
La troisième sous-famille réunit les systèmes d’import/export des substrats du/vers le milieu 
extracellulaire (Zechner et al., 2012).  Plusieurs souches de Neisseria gonorrhoeae possèdent 
une région d’ADN d’environ 57 kb qui code un T4SS (Ramsey et al., 2011). Cette sous-famille 
inclut aussi le système Ptl de B. pertussis qui transporte la toxine pertussique PT composé de 
plusieurs sous-unités à travers la membrane externe (Locht et al., 2011) et le système ComB de 
H. pylori qui fonctionne comme système de compétence pour importer de l’ADN exogène 
(Stingl et al., 2010).  
Le séquençage intensif de génomes bactériens au cours de ces dernières années a mis en 
évidence la présence des gènes de T4SS chez plusieurs espèces bactériennes, ce qui a permis de 
proposer un modèle du T4SS dit « minimal ». Ce modèle ne contient que les parties les plus 
essentielles retrouvées récemment chez les espèces du genre Streptococcus (Zhang et al., 2012). 
Il a été démontré que ce type de T4SS « minimal » est largement répandu chez les bactéries à 
Gram positif et il est également présent chez les bactéries à Gram négatif.  
V.2. Les composants essentiels de T4SS chez les bactéries à Gram négatif.  
Le T4SS le mieux étudié est celui d’A. tumefaciens. Il est composé de 11 composants VirBs et 
VirD4 qui sur la base de leurs fonctions et localisation peuvent être regroupés en 4 parties : les 
ATPases, la translocase, le complexe de base et le pilus/adhésine (Figure 25). Des composants 
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accessoires, appelés T4CPs (type-IV coupling proteins, protéines associées au T4SS) assurent 
des rôles supplémentaires dans la sécrétion par le T4SS.  
 
Figure 25. Organisation du T4SS chez A. tumefaciens. 
Les trois ATPases sont localisées dans ou associées avec la membrane interne. La protéine VirB7 est une 
lipoprotéine, la protéine VirB10 connecte deux membranes (Bhatty et al., 2013).  
V.2.1. Les ATPases.  
Les trois ATPases, VirD4, VirB4 et VirB11 sont localisées dans le cytoplasme ou parfois sont 
associées ou insérées dans la membrane interne formant ainsi le réseau énergétique du T4SS 
(Atmakuri et al., 2003) (Figure 25). L’ATPase VirD4 est impliquée dans le recrutement des 
substrats. Cette protéine possède un domaine transmembranaire N-terminal et un grand domaine 
cytoplasmique (Rego et al., 2010). VirD4 est proche de la protéine TrwB codée par le plasmide 
de conjugaison R388. Il a été démontré que le domaine transmembranaire de TrwB joue un rôle 
dans la stabilité, la reconnaissance de substrat et l’oligomérisation (Hormaeche et al., 2006). La 
protéine TrwB purifiée possède une activité ATPasique qui est stimulée en présence d’ADN. 
TrwB est également capable de former des oligomères. Ces activités de TrwB sont renforcées 
par la présence de lipides (Tato et al., 2005) (Figure 26 A).  
La protéine VirB11 est une ATPase de la famille AAA qui contient également l’ATPase 
GspE du T2SS et l’ATPase du système de pili de type IV (T4P) et les ATPases du T3SS et T6SS 
(Savvides et al., 2012). Les ATPases de type VirB11 sont normalement associées aux systèmes 
de sécrétion chez les bactéries à Gram négatif et elles ne sont pas présentes chez les bactéries à 
Gram positif (Alvarez-Martinez & Christie et al., 2009). Cette ATPase est aussi absente de 
certains T4SSs chez les bactéries à Gram négatif. L’ATPase VirB11 est active sous la forme 
d’un hexamère. La structure de cette ATPase est composée d’un domaine N-terminal (NTD) et 
un domaine C-terminal (CTD) (Savvides et al., 2003). Le site de liaison du nucléotide est situé à 




Figure 26. Structure cristalline d’ATPases de T4SS. 
A) Structure de TrwB d’E. coli, un homologue de VirD4 (Gomis-Ruth et al., 2001). B) Structure de 
Hp0525 de H. pylori, un homologue de VirB11 (Savvides et al., 2003). Les structures sont présentées 
sous les deux formes : hexamérique et monomérique. NTD – domaine N-terminal, CTD - domaine 
C-terminal.  
La troisième ATPase du T4SS, VirB4, est un composant indispensable de tous les T4SSs 
(Alvarez-Martinez & Christie, 2009). Les sous-unités de ce composant sont proches de protéines 
T4CPs, leur domaine C- terminal et de liaison au nucléotide (NBD) sont aussi proches de ceux 
des protéines T4CPs. Cependant, aucune évidence directe n’a été fournie quant à l’état 
fonctionnel de cette ATPase, monomérique ou oligomérique. Certaines protéines homologues 
ont été purifiées sous la forme d’un monomère, par exemple, la protéine VirB4 de 
L. pneumophila et de Thermoanaerobacter pseudethanolicus (Durand et al., 2011 ; 
Wallden et al., 2012) ou sous la forme d’un dimère, dans les cas de la protéine TraB codée par le 
plasmide pKM101 et la protéine PrgJ codée par pCF10 (Chen et al., 2008 ; Durand et al., 2010).  
V.2.2. Le complexe de base de T4SS.  
La structure du complexe de base du système codé par le plasmide pKM101 a été résolue par 
microscopie électronique (Waksman & Fronzes, 2010). Cette structure a démontré que les 
composants VirB7, VirB9 et VirB10 sont étroitement associés et forment une structure insérée 
dans les deux membranes : interne et externe. Ce complexe de base a une forme cylindrique un 
le diamètre externe de 185 Å et une hauteur de 185 Å compenant deux parties : la partie 
extérieure ou partie O (outer) et la partie intérieure ou partie I (inner). Sur la structure ces deux 




Figure 27. Structure et localisation du complexe de base de T4SS.  
A) Structure du complexe de base composé de protéines TraN/VirB7, TraO/VirB9, et TraF/ VirB10 
(Fronzes et al., 2009). Le pore dans la membrane externe est formé par les protéines TraN/VirB7, 
TraO/VirB9, la partie périplasmique est formée par la protéine TraF/VirB10. Le passage des substrats est 
indiqué avec une flèche rouge. B) Positionnement du complexe de base avec les autres composants de 
T4SS.  
La structure cristalline de la partie du T4SS située dans la membrane externe a été déterminée 
(Chandran et al., 2004). Elle est composée d’un anneau hydrophobe constitué de protéines 
VirB10 qui forme un pore dans la membrane externe. La microscopie électronique et la 
cristallographie aux rayons X ont fourni des informations différentes sur la taille de ce pore. Il a 
été observé que cette partie du complexe interagit aussi avec les protéines B2 qui jouent un rôle 
dans la régulation du transport à travers la membrane externe.  
V.2.3. Les composants de T4SS situés dans la membrane interne : VirB3, VirB6, VirB8. 
Ces composants ont été découverts comme des sous-unités du T4SS qui sont connectées aux 
ATPases du système (Figure 25 ; Figure 27 B). VirB3 est une petite protéine hydrophobe qui a 
été souvent co-fractionnée avec l’ATPase VirB4 (Alvarez-Martinez & Christie et al., 2009). La 
protéine VirB6 a évolué dans deux directions. La première classe contient VirB6 
d’A. tumefaciens, une protéine d’environ 300 résidus qui possède 5 ou plus domaines 
transmembranaires et un grand domaine périplasmique central (Alvarez-Martinez & 
Christie et al., 2009). La deuxième classe réunit les protéines VirB6s plus larges, composées de 
500 résidus ou plus et possédant un domaine N-terminal polytopique et un grand domaine 
C-terminal hydrophile (Alvarez-Martinez & Christie et al., 2009). Par exemple, la protéine TraG 
codée par le plasmide F d’E. coli et SXT ICE de Vibrio cholerae appartiennent à cette classe 
(Marrero & Waldor, 2007).  
VirB8 est une protéine polytopique avec un court domaine cytoplasmique à l’extrémité 
N-terminale, un domaine périplasmique et un grand domaine C-terminal (Baron, 2006). Les 
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structures des domaines périplasmiques de VirB8 de Brucella suis et d’A. tumefaciens et de la 
sous-unité TcpC codée par le système de conjugaison de Clostridium perfringens ont été 
déterminés (Porter et al., 2006). Les sous-unités de VirB8 sont organisées en dimères ou trimères 
dans les structures cristallines et les analyses par mutagenèse ont démontré que cet état 
multimérique a une signification physiologique. De plus, des expériences de pontage ont 
démontré que l’ADN-T contacte cette protéine, suggérant que la protéine VirB8 fait la partie du 
canal de translocation (Cascales and Christie, 2004). Plusieurs mutations dans la protéine VirB6 
affectent l’interaction entre VirB8 et l’ADN-T (Jakubowski et al., 2003).  
La protéine VirB8 interagit avec plusieurs autres protéines VirB et assume un rôle d’initiation 
essentiel à l’assemblage et la stabilisation de la machinerie. Un des modèles actuels suggère que 
les protéines VirB4, VirB11, VirD4 et VirB10 forme un grand complexe (Figure 27B). Par 
contre, ces propositions restent à confirmer.  
V.2.4. Le pilus.  
Les sous-unités de protéines VirB2 et VirB5 forment un pilus exposé dans le milieu 
extracellulaire. Le pilus du T4SS peut servir comme conducteur de substrats ou pour l’adhésion 
(Waksman & Fronzes, 2010). Chez A. tumefaciens, la majeure partie du pilus est composée des 
sous-unités de la protéine VirB2, tandis que la protéine VirB5 est assez minoritaire. La structure 
d’un homologue de VirB5, la protéine TraC a été résolue (Yeo et al., 2003). Cette protéine est 
composée d’un paquet de trois hélices et d’une petite partie globulaire. Il a été démontré que 
cette protéine est localisée en haut du pilus-T (Aly & Baron, 2003) et joue un rôle dans 
l’adhésion et la reconnaissance de l’hôte (Yeo et al., 2003).  
Il a été suggéré que deux complexes différents peuvent être formés par le même T4SS pour 
assurer un de deux processus possibles, la sécrétion et la formation d’un pilus. Ainsi, après la 
formation du complexe de base, il existe probablement une bifurcation dans l’assemblage qui 
assure la formation d’un des deux complexes : un complexe pour la sécrétion et un autre pour la 
formation de pilus (Rego et al., 2010). De plus, certaines mutations dans les protéines VirB 
séparent ces deux fonctions du T4SS (Sagulenko et al., 2001 ; Zhao et al., 2001 ; 
Jakubowski et al., 2009). 
V.3. La comparaison entre T4SS chez les bactéries à Gram négatif et Gram positif.  
Les études du T4SS chez les bactéries à Gram positif sont importantes car ce système de 
sécrétion est responsable de la dissémination de gènes de résistance aux drogues et de la 
virulence chez de nombreuses espèces pathogènes (Grohmann et al., 2003). Ces études ont 
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permis de mettre en évidence que le mécanisme de recrutement du substrat par T4CP est 
similaire à celui du T4SS chez les bactéries à Gram négatif (Alvarez-Martinez & 
Christie et al., 2009 ; Grohmann et al., 2003). Les relaxases, impliquées dans T4CP agissent sur 
le transfert d’ADN par le mécanisme qui met en jeu quelques résidus tyrosine formant un lien 
avec l’ADN transféré. Dans ce cadre, rien n’est connu sur les signaux de sécrétion. Il est possible 
que la relaxase porte un motif qui peut servir de signal de reconnaissance. Les interactions entre 
la relaxase et les facteurs associés ont été mis en évidence grâce à la technique de double-hybride 
et co-purification (pull-down). Dans le cas du système de transfert pCF10 deux protéines, la 
relaxase PcfG et le facteur accessoire PcfF, interagissent avec le composant T4CP, la protéine 
PcfC. Il a été démontré que PcfC peut fixer l’ADN in vitro (Chen et al., 2008).  
 
Figure 28. Modèles de T4SSs. 
A) Architecture du canal de translocation formé par les protéines VirB/VirD4 chez les bactéries à Gram 
négatif. Les protéines VirB4 et VirD4 sont présentées par les mêmes couleurs qu’à la Figure 25. Le 
substrat est présenté par ADN-T (zigzag en vert) avec la relaxase (en rouge foncé) et la protéine-effecteur 
(en vert clair). B) Modèle de pilus de conjugaison de VirB/VirD4. La formation du pilus nécessite des 
changements conformationnels dans la structure du complexe de base. Les protéines VirB1/VirB8 mais 
pas VirD4 sont nécessaires à l’assemblage du pilus. C) Modèle du canal de translocation de T4SS chez 
les bactéries à Gram positif. Les adhésines sur la surface de la paroi cellulaire assurent la même fonction 
que les pili chez les bactéries à Gram négatif. Le passage du substrat est indiqué avec une flèche rouge 
(Bhatty et al., 2004). 
L’accumulation de données expérimentales a permis de conclure que le transport des substrats 
à travers la membrane cytoplasmique est bien conservé aux niveaux mécanistique et structural 
chez les bactéries à Gram positif et négatif (Bhatty et al., 2013). Ainsi, les systèmes de transfert 
pCF10 d’Enterococcus faecalis, pCW3 de Clostridium perfringens, pIP501 de Streptococcus 
agalactiae, Tn916 et ICEBs1 de Bacillus subtilis possèdent six sous-unités conservées similaires 
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à celles d’A. tumefaciens : VirD4, VirB1, VirB3, VirB4, VirB6 et VirB8 (Figure 28). De plus, les 
six sous-unités équivalentes sont présentes dans la majorité des T4SS chez les bactéries à Gram 
positif. Toutes les sous-unités VirBs/VirD4, à l’exception de la protéine VirB1, sont nécessaires 
au transfert des substrats à travers la membrane cytoplasmique chez les bactéries à Gram négatif. 
Les protéines homologues de ces composants du T4SS assurent les mêmes fonctions chez les 
bactéries à Gram positif (Porter et al., 2012 ; Steen et al., 2009). 
V.4. Le mécanisme de reconnaissance de substrat par le T4SS. 
Une information importante sur le mécanisme de reconnaissance de substrat a été obtenue 
dans les expériences de TrIP (transfer DNA immunoprécipitation) réalisées chez A. tumefaciens 
(Cascales et al., 2004). Il a été démontré que l’ADN-T a des contacts avec les composants VirD4, 
VirB11, VirB6, VirB8, VirB2 et VirB9 pendant le transfert. Les autres protéines, VirB3, VirB4, 
VirB7 et VirB10 participent directement au transfert de substrat. Par ailleurs, l’ATPase VirD4 
semble être le premier composant du T4SS qui interagit avec le substrat de manière 
indépendante de l’hydrolyse d’ATP (Atmakuri et al., 2004).  
Les études réalisées sur le T4SS d’A. tumefaciens et de L. pneumophila ont mis en évidence 
un simple motif, composé de résidus hydrophobes ou chargés positivement, situé à l’extrémité 
C-terminale de protéines-effecteurs et nécessaire à leur sécrétion. De plus, ce motif porte des 
résidus hydrophobes ou proline dans les positions -3 et -4 (Nagai et al., 2005). Par contre, il est 
bien possible que ce simple mécanisme de reconnaissance de substrats chez A. tumefaciens et 
L. pneumophila ne soit pas universel.  
Les autres exemples de signaux de sécrétion plus complexes ont été trouvés chez Bartonella. 
Ils sont composés de deux parties : un motif chargé mais pas conservé qui est combiné avec un 
autre motif représenté par un domaine conservé appelé BID (Bep intracellular delivery) 
(Schulein et al., 2005). L’architecture de ces motifs est commune avec celle de substrats de Cag 
de H. pylori. L’effecteur CagA possède un motif C-terminal, appelé TS, composé d’une 
vingtaine de résidus, qui est adjacent à la région d’interaction avec le chaperon CagF 
(Hohlfeld et al., 2006). Ensemble, ces deux régions suffisent au recrutement de CagA par 
l’appareil de sécrétion. Des relaxases, quant à elles, possèdent les signaux plus larges et plus 
complexes. La construction de protéines chimériques entre des relaxases de type F et la protéine 
MobA du plasmide R1162 a permis de démontrer que chacun des deux TSs isolés dans des 
positions intérieures de la protéine est capable de moduler la sécrétion de manière indépendante 
par les T4CPs de conjugaison (Parker & Meyer, 2007 ; Lang et al., 2010). Le motif TS de type F 
est conservé dans deux types de relaxases. Les composants du T4SS peuvent reconnaitre et 
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transférer des protéines d’un système assez proche. Ce principe a été utilisé pour identifier les 
effecteurs du T4SS de Coxiella burnetii en se servant du système Dot/Icm de L. pneumonia 
(Williams & Schildbach, 2006). Les relaxases constituent un exemple de variabilité parmi des 
substrats du T4SS. Par ailleurs, la quantité potentielle des différents systèmes de type T4SS 
présents dans une seule bactérie est aussi assez variable. Au contraire, les effecteurs codés par les 
plasmides R1162 et RSF1010 sont ubiquitaires et peuvent être transportés par plusieurs T4SS de 
conjugaison ou les T4SS secrétant des effecteurs. La protéine MobA d’A. tumefaciens et les 
autres relaxosomes sont aussi labiles et peuvent être sécrétés par des systèmes éloignés. Comme 
pour les autres substrats, la sécrétion de MobA par le T4SS d’A. tumefaciens est dépendante d’un 
motif chargé positivement située à l’extrémité C-terminale.  
V.2.7. Le rôle des chaperons dans le T4SS.  
L’importance des chaperons dans le processus de sécrétion a été premièrement décrite pour le 
T3SS, où ils maintiennent les substrats du système dans un état compatible avec la sécrétion et 
participent également à la protection des cellules bactériennes de la toxicité des substrats 
transportés par ce système. Le rôle de chaperons a été aussi démontré dans le cas des T4SS 
(Alvarez-Martinez & Christie, 2009). Par exemple, la protéine VirE1 de A. tumefaciens est 
nécessaire à la translocation de l’effecteur VirE2 dans les cellules des plantes (Zhao et al., 2001).  
La majorité de chaperons des T4SS sont des protéines d’une petite taille d’environ 15 kDa 
avec pI acide, et qui contiennent des hélices amphipathiques. La structure du complexe du 
chaperon VirE1 avec son substrat VirE2 a mis en évidence un arrangement inhabituel de deux 
domaines de la protéine VirE2 autour du chaperon VirE1 (Figure 29A, 29C).  
 
Figure 29. Structure du complexe VirE1/VirE2. 
A) Le complexe VirE1/VirE2. L’hélice de VirE1 est représentée en bleu. Les hélices-α du domaine 
N-terminal de VirE2 sont représentées en rouge et les brins-β en jaune. Les hélices-α du domaine 
C-terminal sont représentées en bleu clair et les brins-β en magenta. B) Superposition de deux domaines 
N-terminal et C-terminal de VirE2. C) Topologie de la protéine VirE2.  
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Deux domaines de VirE2 possèdent une faible homologie de séquence, mais adoptent un 
repliement similaire (Figure 29 B). Le chaperon VirE1 ne participerait pas directement dans 
l’adressage du substrat VirE2 vers la machinerie de T4SS, mais plutôt protège VirE2 d’une 
polymérisation prématurée (Zhao et al., 2001). 
Il a été démontré que le transport de substrats par le système Dot/Icm (T4SS de 
L. pneumophila) est dépendant de la présence de protéines IcmS, IcmW et LvgA 
(Ninio et al., 2005 ; Vincent & Vogel, 2006) qui peuvent jouer un rôle des chaperons. 
Il a été démontré que la protéine IcmS est capable de former des hétérodimères avec les autres 
chaperons, IcmW ou LvgA. Ces hétérodimères peuvent contrôler le transport de plusieurs 
substrats du T4SS de L. pneumophila. Les fonctions des deux complexes IcmS/IcmW et 
IcmS/LvgA sont similaires à celles de VirE1. En effet, l’interaction avec le complexe 
IcmS/IcmW provoque des changements conformationnels de l’effecteur SidG qui sont 
nécessaires à la reconnaissance de son extrémité C-terminale (Cambronne & Roy, 2007). Un 
autre candidat au rôle de chaperon est la protéine CagF qui assume le transport du substrat CagA 
chez Helicobacter pylori (Pattis et al., 2007).  
La majorité des interactions spécifiques détectées entre les chaperons du T4SS et leurs 
partenaires jouent un rôle de protection des sous-unités contre une multimérisation prématuré.  
En conclusion, la présence d’un simple motif de sécrétion, composé de résidus hydrophobes 
ou chargés positivement, situé à l’extrémité C-terminale, a été décrite pour les protéines-
effecteurs d’A. tumefaciens et L. pneumophila. Des signaux de sécrétion plus complexes ont été 
caractérisés pour des relaxases et les protéines secrétées par Bartonella. L’importance de 
chaperons pour la sécrétion a été mis évidence chez A. tumefaciens, L. pneumophila et 
Helicobacter pylori.  
VI. Le système de sécrétion de type V (T5SS).  
VI.1. Introduction. 
Le système de sécrétion de type V (T5SS) assure la sécrétion de protéines en deux étapes : 
premièrement les substrats traversent la membrane interne par le système d’exportation Sec ou 
Tat. Ensuite, la translocation à travers la membrane externe est assistée par le complexe Bam qui 
joue aussi un rôle majeur dans l’assemblage de protéines en tonneaux-β dans la membrane 
externe, ou le système Tam pour certains autotransporteurs (Selkrig et al., 2012). Les facteurs de 
virulence sécrétés par le T5SS sont indispensables pour les pathogènes, les substrats sécrétés par 
T5SS chez les bactéries non pathogènes sont importants pour leur survie.  
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Les protéines sécrétées par le T5SS ont trois aspects communs : la présence d’une séquence 
signal reconnue par le système d’exportation, d’un domaine en tonneau β nécessaire à l’insertion 
dans la membrane externe et d’un domaine passager fonctionnel qui peut être exposé à la surface 
de la bactérie ou sécrété dans le milieu extracellulaire. Une classification du T5SS en cinq 
groupes a été récemment proposée (Leo et al., 2012) (Figure 30) :  
Le premier groupe, T5aSS, est constitué d’autotransporteurs classiques monomériques. Ces 
protéines sont composées d’un domaine N-terminal de 40 à 400 kDa (le domaine passager) et un 
domaine C-terminal conservé et organisé en brins β qui forment un tonneau β. Les 
autotransporteurs sont synthétisés avec une séquence signal Sec-dépendante à l’extrémité N-
terminale ce que leur permet d’être exportés dans le périplasme. Le domaine en tonneau β est 
ensuite inséré dans la membrane externe et assure la sécrétion du domaine « passager ». Le 
domaine passager peut rester accroché ou être clivé et agir sous la forme d’une toxine soluble ou 
une enzyme (Henderson & Nataro, 2001) (Figure 30 A).  
Le deuxième groupe, T5bSS est aussi appelé système de sécrétion à deux partenaires (TPS, 
two partner secretion) (Cotter et al., 2005 ; Jacob-Dubuisson et al., 2013) (Figure 30 B). La 
principale caractéristique des systèmes TPS est que la sécrétion de la protéine effectrice à travers 
la membrane externe (TpsA) requiert une seconde protéine qui possède une structure en tonneau 
β (TpsB).  
Le troisième groupe, T5cSS, est constitué des autotransporteurs trimériques composés de trois 
polypeptides qui forment ensemble une structure en tonneau β (Lyskowski et al., 2011) (Figure 
30 C).  
Le quatrième groupe, T5dSS, est représenté par la protéine PlpD (patatin-like protein), 
retrouvée chez P. aeruginosa (Salacha et al., 2010). Cette protéine a une organisation unique 
puisqu’elle semble correspondre à une fusion entre un autotransporteur monomérique et un 
système TPS. 
Le cinquième groupe, T5eSS, réunit les protéines de la famille intimine-invasine qui ont une 
ressemblance aux autotransporteurs classiques mais possèdent un ordre inversé de leurs 




Figure 30. Représentation schématique des différents groupes du T5SS.  
Le domaine en tonneau β est représenté en brun, le domaine périplasmique en orange, le domaine de 
jonction ou domaine TPS en vert pâle, le domaine passager en vert foncé. Les domaines POTRA sont 
indiqués avec une lettre P (Leo et al., 2012). 
 
VI.2. T5aSS, les autotransporteurs monomériques.  
Le nom d’autotransporteur provient du fait que toute l’information nécessaire à leur sécrétion 
est présente dans un seul polypeptide. En général, un autotransporteur monomérique est composé 
de quatre régions : une séquence signal N-terminale permettant la reconnaissance par le système 
Sec, un domaine passager fonctionnel, une région de jonction ou région auto-chaperon et un 
domaine C-terminal (domaine β) qui forme une structure en tonneau β dans la membrane externe 
(Henderson et al., 2004). Le domaine passager des autotransporteurs monomériques sont 
variables en longueur et en séquence. Toutefois, avec la disponibilité de plusieurs structures 
d’autotransporteurs, il est maintenant apparent que, malgré la diversité de leur séquence primaire, 
les domaines passagers sont organisés de la même manière, en hélice β droite 
(Kajava & Steven, 2006). La première structure à avoir été publiée est celle de la pertactine, une 
adhésine de Bordetella pertussis (Emsley et al., 1996). Le domaine passager de la pertactine est 
formé d’une hélice β de 16 tours, où chaque tour d’hélice est composé de 3 petits brins β 
connectés entre eux par des boucles de longueur variable. La résolution des structures d’autres 
autotransporteurs : Hbp et EspP d’E. coli (Otto et al., 2005), IgAP et Hap de Haemophilus 
influenzae (Johnson et al., 2009) a démontré la présence d’une hélice β centrale qui peut être 
complétée avec différents domaines globulaires. Par contre, il existe des exceptions : l’estérase 
EstA de P. aeruginosa a une structure globulaire composée d’hélices α et de boucles 
(van den Berg, 2010). 
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Le domaine β des autotransporteurs adopte une conformation en tonneau β typique des 
protéines de la membrane externe. Plus précisément, le domaine β forme un tonneau β 
comprenant 12 brins β reliés entre eux par des boucles de longueur variable (Figure 31A). Ce qui 
est intéressant, dans le cas des transporteurs trimériques de la famille T5cSS, est que cette 
structure est composée de trois peptides différents (Figure 31B). Une particularité commune à ce 
domaine β est la présence d’une hélice α au centre du tonneau. Cette hélice, présente chez tous 
les autotransporteurs monomériques est importante pour maintenir la forme du tonneau et 
probablement pour fermer le pore et maintenir l’intégrité membranaire.  
 
Figure 31. Structures du domaine β de T5aSS et T5cSS. 
A) Structure de la protéine NalP de N. meningitidis (T5aSS) (1UYN, Oomen et al., 2004). B) Structure de 
et l’autotransporteur trimérique Hia de H. influenza (T5cSS) (2GR7, Meng et al., 2004).  
La région des autotransporteurs monomériques localisée entre l’hélice α et le domaine 
passager est appelée domaine de jonction ou domaine auto-chaperon. Une structure unique du 
domaine de jonction est disponible pour l’autotransporteur IcsA de S. flexneri 
(Kuhnel & Diezmann, 2011). Il possède un repliement similaire au domaine passager et peut 
servir de base pour son repliement. C’est aussi la première région à être exposée lors du 
processus de translocation à travers la membrane externe (Dutta et al., 2003 ; 
May & Morona, 2008). 
VI.3. Biogenèse des autotransporteurs monomériques.  
La sécrétion par le T5SS est dépendante de la présence de la protéine BamA (appelée aussi 
Omp85 ou YaeT). BamA forme un pore dans la membrane externe avec l’aide des certaines 
lipoprotéines, appelées BamBCDE, avec lesquelles BamA forme un hétérooligomère. Ce 
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complexe est indispensable à l’assemblage et l’ancrage de protéines en tonneaux-β dans la 
membrane externe (Voulhoux et al., 2003).  
Une interaction directe entre BamA et le domaine β d’EspP a été mise en évidence 
(Ieva & Bernstein, 2009). De plus, tous les autotransporteurs étudiés à ce jour possèdent le motif 
de reconnaissance C-terminal requis pour l’interaction avec le complexe Bam. Il a été démontré 
que le domaine β d’EspP interagit avec les protéines SurA, BamA, BamB et BamD. Cependant, 
les protéines BamB, BamC et BamE ne sont pas essentielles pour une insertion optimale des 
autotransporteurs monomériques (Rossiter et al., 2011). 
Actuellement, il existe deux modèles de translocation du domaine passager à travers la 
membrane externe : le modèle BamA, et le modèle d’épingle à cheveux. Le modèle BamA 
suggère que le complexe Bam est essentiel pour l’insertion du tonneau β et pour la sécrétion du 
domaine passager (Figure 32). La formation d’une structure riche en brins-β de 
l’autotransporteur permet son adressage vers le complexe Bam (étape 1). Le domaine C-terminal, 
ou domaine de translocation, interagit avec les domaines POTRA (polypeptide translocation 
associated) de BamA, ce qui provoque son ouverture latérale (étape 2). Les autres protéines du 
complexe Bam peuvent fournir l’énergie à cette étape de l’ouverture du pore. Pendant la dernière 
étape, le domaine passager de l’autotransporteur passe à travers le pore formé par le complexe 
Bam (étape 3).  
 
Figure 32. Modèle de sécrétion par le T5SS avec l’assistance du complexe Omp85. 
La protéine Omp85(BamA) est représentée en bleu foncé, le domaine passager de l’autotransporteur est 
en rouge et le domaine de translocation est en gris.  
Le modèle de biogenèse des autotransporteurs par le modèle de l’épingle à cheveux est 
présenté sur la Figure 33. Première étape est l’exportation par le système Sec. Dans le périplasme, 
les autotransporteurs vont interagir avec les chaperons périplasmiques DegP, SurA et Skp. La 
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séquence signal des autotransporteurs est souvent plus longue ce qui ralentit leur exportation par 
le système Sec et permet leur interaction avec le complexe Bam avant la coupure de la séquence 
signal. La séquence C-terminale de l’autotransporteur interagit avec les domaines POTRA de la 
protéine BamA. Le complexe Bam va assurer l’insertion du domaine β dans la membrane 
externe. Ensuite, la région de jonction va former une structure en épingle à cheveux à l’intérieur 
du pore du domaine β, ce qui initialise le transport du domaine passager à travers le pore formé 
dans la membrane externe. Deux chaines polypeptidiques vont se trouver à l’intérieur du tonneau 
β simultanément, une chaine va rester statique tandis que l’autre va se déplacer permettant le 
passage du domaine passager (Figure 33). 
 
Figure 33. Biogenèse des autotransporteurs monomériques.  
La séquence signal Sec est présentée en jaune. Les chaperons périplasmiques ont les couleurs suivantes : 
Skp en orange, FkpA en rouge, SurA et DegP en bleu. La séquence C-terminale de l’autotransporteur est 
indiquée en marron, les protéines du complexe Bam en violet. La région de jonction est présentée en vert 
clair et le domaine passager en vert foncé (Leo et al., 2012).  
VI.4. T5bSS, le système à deux partenaires.  
Le T5bSS, appelé aussi le système à deux partenaires ou (TPS) est composé de deux 
protéines : le substrat TpsA et son transporteur TpsB. Chacune de ces deux protéines possède 
une séquence signal N-terminale leur permettant d’être exportée à travers la membrane interne. 
Le transporteur TpsB formera un pore dans la membrane externe nécessaire à la translocation du 
substrat TpsA.  
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En général, TpsA sont des protéines de grande taille (souvent plus de 3 000 acides aminés), 
leur séquence est formée de motifs répétés et elles adoptent préférentiellement une structure en 
forme d’une hélice β (Kajava & Steven, 2006). Les protéines TpsA possèdent une séquence 
signal permettant leur transport dans le périplasme via le système Sec. Le domaine TPS, ou 
domaine de sécrétion, est une région N-terminale d’environ 300 acides aminés qui est retrouvée 
chez toutes les protéines TpsA (Jacob-Dubuisson et al., 1996 ; Grass & Geme, 2000, 
Hodak et al., 2006). Ce domaine TPS est nécessaire et suffisant pour l’interaction avec le TpsB 
et la sécrétion à travers la membrane externe. FHA, TpsA de B. pertussis, possède un domaine 
TPS à l’extrémité N-terminale et un pro-domaine, d’environ 1200 acides aminés localisé à 
l’extrémité C-terminale, qui est clivé lors du processus de sécrétion (Coutte et al., 2001). Ce 
dernier domaine pourrait prévenir une dégradation prématurée de FHA mature dans le 
périplasme ou moduler la conformation finale de FHA (Mazar & Cotter, 2006).  
Les protéines TpsB font partie de la superfamille TpsB/BamA des protéines de la membrane 
externe (Jacob-Dubuisson et al., 2009). La structure de FhaC, le TpsB de B. pertussis permettant 
la sécrétion de FHA, a récemment été résolue (Clantin et al., 2007). Cette protéine forme un 
tonneau β monomérique composé de 16 brins β antiparallèles et possède un module 
périplasmique essentiel à la sécrétion, contenant deux domaines POTRA. Une étude récente a 
démontré que le TpsB seul peut assurer la sécrétion de FHA in vitro, sans l’aide du complexe 
Bam (Fan et al., 2012).  
Le mécanisme du transport de protéines TpsA est similaire à celui des autotransporteurs. Le 
transport s’effectue en deux étapes avec une étape périplasmique. Le domaine TPS interagit avec 
les domaines POTRA de TpsB, ce qui initialise le passage de TpsA à travers le pore formé par 
TpsB. Il a été démontré que l’extrémité C-terminale de FHA est exposée à la surface de la 
bactérie, ce qui suggère que l’extrémité N-terminale de cette protéine reste accrochée à FhaC. La 
boucle extracellulaire de FhaC est nécessaire à la sécrétion et peut être impliquée dans la 
formation de l’épingle à cheveux.  
En conclusion, la sécrétion par le T5SS s’effectue en deux étapes en utilisant le système 
d’exportation Sec, le complexe Bam pour l’insertion des domaines β dans la membrane externe 
et des chaperons périplasmiques. Les domaines passagers et TpsA adoptent préférentiellement 
une structure en forme d’une hélice β, composée de quelques tours, où chaque tour contient 3 
brins β connectés entre eux par des boucles de longueur variable. Ce type de repliement est très 
similaire à celui des pectinases sécrétées par le système de type II de D. dadantii 
(Chapitre VIII.5). L’état exact de repliement de ce domaine dans le périplasme fait toujours 
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l’objet de controverse et il n’est pas exclu que le repliement pourrait fournir l’énergie au 
processus de sécrétion. Il est aussi bien possible que les substrats de T5SS et T2SS qui partagent 
un repliement similaire puissent aussi partager certaines similitudes lors de leur étape 
périplasmique. 
VII. Le système de sécrétion de type VI (T6SS).  
VII.1. Introduction. 
Parmi les systèmes de sécrétion connus chez les bactéries à Gram négatif, le système de type 
VI (T6SS) a été découvert assez récemment. Au niveau évolutif et fonctionnel, ce système est 
proche de l’appareil d’injection de phage T4. Le système T6SS est utilisé pour transporter des 
protéines effecteurs à l’intérieur d’une autre cellule. Cette machinerie a été premièrement décrite 
chez les deux pathogènes humains, P. aeruginosa (Mougous et al, 2006) et Vibrio cholerae 
(Pukatzki et al, 2006). Chez les protéobactéries, les Actinobactéries et Planctomycètes, plus d’un 
quart des génomes séquencés à l’heure actuelle possèdent les gènes annotés comme ceux codant 
des composants de T6SS (Tseng et al., 2009).  
Le T6SS joue un rôle essentiel pour la virulence de pathogènes humains comme V. cholerae, 
Edwardsiella tarda, P. aeruginosa, Francisella tularensis, Burkholderia mallei et les pathogènes 
des plantes, A. tumefaciens, Pectobacterium atrosepticum et Xanthomonas oryzae. Il est aussi 
nécessaire à la colonisation efficace de racines par Mezorhizobium loti et Rhizobium 
leguminosarum. De plus, ce système est indispensable pour la formation des biofilms chez 
Myxococcus xanthus, Dechloromonas aromatica et Rhodopirellula baltica (Tseng et al., 2009). 
Chez certaines bactéries, le T6SS accomplit un rôle clé dans le développement d’antagonisme 
contre les autres espèces bactériennes (Chou et al., 2012). Par exemple, P. aeruginosa est 
capable de transporter les effecteurs chez P. putida et V. cholerae et les tuer (Basler et al., 2013).  
Le nombre exact de gènes des T6SS varie selon les espèces considérées, entre 15 et 20 
(Bingle et al., 2008). L’analyse bio-informatique a permis d’identifier 13 composants essentiels 
du système qui permettent assurer sa fonctionnalité (Boyer et al., 2009). Les composants 
« core » de T6SS sont les suivants : i) les deux composants situés dans la membrane interne : 
IcmF (intracellular multiplication protein F) et DotU/IcmH (Zheng et al., 2011) ; ii) la protéine 
ClpV de la famille d’ATPases AAA+ (ATPases associated with various cellular activites) 
(Pietrosiuk et al., 2011) ; iii) la protéine Hcp (hemolysin co-regulated protein) et iiii) la protéine 
VgrG (valine-glycine repeat protein G) (Leiman et al., 2009; Hachani et al., 2011).  
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Il a été démontré que plusieurs protéines de T6SS possèdent une similarité avec les protéines 
du phage T4 (Pukatzki et al., 2007; Leiman et al., 2009; Bönemann et al., 2010) (Figure 31). Il 
est possible que le mécanisme de la détection de la cellule hôte soit aussi proche de celui de 
bactériophage T4 (Kanamaru, 2009; Bönemann et al., 2010). 
 
Figure 34. Comparaison de la structure et le mode d’action de bactériophage T4 et T6SS.  
Les protéines homologues sont représentées avec les mêmes couleurs sur les structures de bactériophage 
T4 (A) et T6SS (B) : VgrG de T6SS et gp27/gp5 de phage ; Hcp et gp19 (Kapitein & Mogk, 2013). 
La résolution de la structure des protéines Hcp et VgrG a permis de confirmer la parenté 
phylogénétique entre le T6SS et les machineries des bactériophages (Kanamaru, 2009 ; 
Bönemann et al., 2010). La structure cristalline de Hcp est formé par les anneaux hexamériques 
(Mougous et al., 2006). De plus, il a été démontré que cette protéine est capable de former des 
nanotubes d’un diamètre externe de 85 Å et interne de 40 Å et d’une longueur de 100 nm 
(Mougous et al., 2006 ; Jobichen et al., 2010). Cette structure est similaire de celle de tube de 
bactériophage formé par la protéine gp19 (Leiman et al., 2009). 
La protéine VgrG quant à elle, présente une similarité avec le complexe du « pic » de 
bactériophage formé par les protéines (gp27)3-(gp5)3. Ce complexe est utilisé par le phage pour 
percer une ouverture dans la paroi cellulaire de la bactérie, ce qui permet l’injection de l’ADN à 
l’intérieur du cytoplasme bactérien (Pukatzki et al., 2007; Leiman et al., 2009). La protéine 
VgrG forme une « aiguille » trimérique du côté terminal de la structure tubulaire. Cette 
« aiguille » peut se dissocier du tube Hcp, une fois que la paroi d’hôte a été percée (Bönemann et 
al., 2010). De plus, certaines protéines VgrG ont des extrémités C-terminales plus longues ou 
possèdent sur leur extrémité C-terminale un domaine-effecteur. Ce type de VgrG a été appelé 
VgrG évoluées (Pukatzki et al., 2009). Un autre composant du T6SS, la protéine HsiF, est 
similaire à la protéine de phage gp25 qui possède une activité de lysozyme. Cependant, aucune 
activité enzymatique n’a pu être détectée pour la protéine HsiF (Lossi et al., 2011).  
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Les autres composants du T6SS ont été également caractérisés en détail. La protéine de la 
membrane interne IcmF interagit avec DotU/IcmH et avec la lipoprotéine SciN, elle-même 
ancrée dans la membrane externe et exposée dans le périplasme (Sexton et al., 2004; 
Aschtgen et al., 2008). Le complexe IcmF-DotU/IcmH-SciN représente le centre de la 
machinerie T6SS (Figure 34). Le domaine cytoplasmique de la protéine IcmF possède un motif 
Walker A impliqué dans la fixation de nucléotide et l’hydrolyse de l’ATP 
(Bönemann et al., 2010). Il est probable que ce composant joue un rôle de fournisseur d’énergie 
pour le fonctionnement du T6SS (Ma et al., 2009). Les tubes formés par les protéines 
VipA/VipB sont très dynamiques au niveau de la polymérisation, de la contraction et du 
désassemblage (Basler et al., 2013). La machinerie de T6SS doit être ancrée dans la paroi 
bactérienne et correctement positionnée. Le complexe associé à la membrane interne a été 
identifié chez E. coli EAEC, il est composé des protéines suivantes : TssL (DotU), TssM (IcmF), 
TssJ (SciN) et TagL (SciZ) (Aschtgen et al., 2010). La protéine TagL possède un domaine de 
fixation au peptidoglycane. Chez certaines bactéries, ce domaine est fusionné à la protéine TssL 
et permet un ancrage du T6SS dans la paroi cellulaire (Aschtgen et al., 2010). Chez E. coli 
EAEC, la protéine TagL interagit avec la protéine de la membrane interne TssL qui elle-même 
forme un complexe avec la protéine TssM (Felisberto-Rodrigues et al., 2011). Le domaine 
périplasmique de TssM interagit avec la lipoprotéine TssJ située dans la membrane externe 
(Aschtgen et al., 2008). Par ailleurs, des interactions ont été mises en évidence entre VipA et 
Hcp et les domaines périplasmiques de TssM (IcmF) et TssL (Aschtgen et al., 2008). Or, la 
protéine TssM (IcmF) est une ATPase essentielle du T6SS et l’hydrolyse de l’ATP est nécessaire 
au recrutement de Hcp et sa polymérisation (Ma et al., 2012).  
VII.2. Cycle de fonctionnement du T6SS.  
Il a été proposé que les protéines VipA et VipB forment les tubes qui peuvent se contracter et 
fournir l’énergie pour l’injection des tubes Hcp avec la protéine VgrG. La protéine ClpV est 
probablement nécessaire à l’exportation des sous-unités de VipA et VipB dans le périplasme, qui 
est suivie d’une réorganisation de tubes formés par VipA/VipB et leur contraction (Figure 35).  
La protéine ClpV appartient à la famille d’ATPases AAA+ qui contient notamment les 
ATPases impliquées dans le dépliement de substrat (Pietrosiuk et al., 2011). L’ATPase ClpV est 
un composant essentiel au fonctionnement du T6SS. Deux étapes de l’assemblage du T6SS 
pourront nécessiter cette ATPase : i) la dépolymérisation de tubes composés de VipA/VipB dans 
le cytoplasme pour permettre ensuite leur transport dans le périplasme, où VipA et VipB vont se 
polymériser et former un « fourreau » et ii) la dépolymérisation de « fourreau » pour fournir 
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l’énergie nécessaire à sa contraction (Bonemann et al, 2010 ; Basler & Mekalanos, 2012). ClpV 
interagit spécifiquement avec le complexe VipA/VipB dans sa conformation contractée.  
 
 
Figure 35. Cycle du fonctionnement de T6SS. 
Le tube composé de monomères Hcp (en gris) est associé au sommet avec le trimère de VgrG. Les tubes 
Hcp sont couverts par les tubules composés de protéines VipA/VipB (en vert). Ces deux structures sont 
ancrées dans la membrane grâce au complexe TssJ, TssM(IcmF) et TssL (DotU) (en bleu). La contraction 
de tubules VipA/VipB provoque l’éjection du tube composé de Hcp et VgrG. Les tubules VipA/VipB 
contractés sont ensuite désassemblés par l’ATPase ClpV ce qui permet de commencer un nouveau cycle 
de sécrétion. ME : la membrane externe, MI : la membrane interne, PG : le peptidoglycane 
(Kapitein & Mogk, 2013).  
VII.3. Les effecteurs sécrétés par T6SS.  
Deux types de substrats de T6SS ont été identifiés. La première classe est représentée par les 
protéines VgrG évoluées (VgrG qui possèdent un domaine supplémentaire fusionné à l’extrémité 
C-terminale) de Pseudomonas, Yersinia, Vibrio et Burkholderia (Pukatzki et al., 2007). La 
position exposée de ces domaines supplémentaires de VgrG assure leur exposition après la 
perforation de la membrane de l’hôte. Ces domaines peuvent avoir des activités différentes, y 
compris l’adhésion cellulaire, la dégradation du chitosane, la fixation de l’actine (VgrG1 de 
V. cholerae) et sa modification (VgrG1 d’A. hydrophila). Les protéines VgrG évoluées ont donc 
deux rôles : un structural et un rôle d’effecteur. 
67 
 
La deuxième classe de substrats est représentée par les toxines classiques. Ces toxines n’ont 
pas de rôle structural et elles ne sont pas nécessaires à l’exportation de Hcp et VgrG 
(Miyata et al., 2011). Les toxines sont délivrées à l’intérieur des cellules cibles à travers le canal 
formé par Hcp. Une fois que la paroi est percée, le trimère de VgrG dissocie de tubes formés par 
Hcp ce qui permet le passage de toxines. 
A l’heure actuelle, aucun signal de sécrétion n’a été décrit pour le T6SS. Par contre, il a été 
démontré chez R. leguminosarum que la sécrétion de son substrat RbsB est dépendante de la 
présence d’une séquence particulière à son extrémité N-terminale (Bladergroen et al., 2003). Les 
mêmes observations ont été faites chez V. cholerae et P. aeruginosa (Mougous et al, 2006 ; 
Pukatzki et al, 2006) et le pathogène de poissons Edwardsiella tarda (Rao et al, 2004). 
Le diamètre intérieur du hexamère Hcp est compatible avec la taille de petites protéines dans 
un état replié ou les protéines dans un état partiellement replié (Mougos et al., 2006). Cette 
hypothèse est cohérente avec l’effet que deux effecteurs, EvpP d’E. tarda et Atu4347 
d’A. tumefaciens, interagissent avec Hcp (Zheng & Leung, 2007 ; Lin et al., 2013). Les études 
récentes ont démontrés que l’effectuer Tse2 de P. aeruginosa interagit et occlut l’hexamère Hcp 
ce qui peut suggérer que la tube Hcp pourrait jouer un rôle du chaperon pour délivrer les 
effecteurs dans les cellules d’hôte (Silvermann et al., 2013).  
Récemment il a été démontré qu’une autre protéine PAAR est sécrétée dans une façon 
dépendante de VgrG et cette protéine peut jouer un rôle de connecteur entre VgrG et les 
effecteurs. Certaines protéines de type PAAR sont fusionnée avec les domaines d’effecteurs 
putatif. Il est possible que PAAR puisse au repliement de VgrG (Shneider, 2013). 
 
VIII. Le système de sécrétion de type II (T2SS).  
VIII.1. Introduction. 
Parmi les six systèmes de sécrétion identifiés chez les bactéries à Gram négatif, le T2SS est la 
seule machinerie capable d’assurer la sécrétion des protéines et même de multimères protéiques 
sous la forme repliée. La sécrétion se passe en deux étapes. Premièrement, les substrats du T2SS 
traversent la membrane interne grâce à un de deux systèmes d’exportation : le système Sec qui 
prend en charge les protéines non repliées ou Tat qui assure la translocation des protéines 
repliées. Les mécanismes de fonctionnement de translocons Sec et Tat ont été décrits auparavant 
(Chapitres I.I et I.II). Pour être reconnues par un de ces systèmes d’exportation, les protéines 
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portent une séquence signal appropriée à l’extrémité N-terminale qui va être clivée pendant 
l’exportation. Les protéines à sécréter par le T2SS se retrouvent alors dans le périplasme ou elles 
ont besoin d’être reconnues parmi les autres protéines périplasmiques et prises en charge par la 
machinerie de T2SS.  
VIII.2. Répartition des T2SSs chez les bactéries à Gram négatif. 
Le système de sécrétion de type II (T2SS) a été premièrement décrit chez Klebsiella oxytoca, 
où ce système est responsable de la sécrétion d’une enzyme de dégradation de l’amidon, la 
pullulanase (d’Enfert et al., 1987). Depuis, le T2SS a été largement étudié dans six espèces 
principales : Aeromonas hydrophila, Dickeya dadantii, Klebsiella oxytoca, Pseudomonas 
aeruginosa, Vibrio cholerae, et Xanthomonas campestris. Le T2SS a été majoritairement 
retrouvé chez γ-protéobactéries, mais aussi chez α et β-protéobactéries, cyanobactéries et 
Chlamidia. On retrouve le T2SS chez les bactéries pathogènes de l’homme : V. cholerae, les 
souches entérotoxigéniques et entérohémorragiques d’E.coli (ETEC et EHEC), P. aeruginosa, 
Klebsiella spp., Legionella pneumophila et Yersinia enterocolitica (Cianciotto et al., 2005). Il est 
également présent chez les pathogènes des animaux et des poissons : A. hydrophila et 
A. salmonicida (Jiang et al., 1992). Plusieurs pathogènes des plantes possèdent aussi un ou 
plusieurs T2SSs : D. dadantii, Pectobacterium carotovorum, X. campestris et X. oryzae 
(Jha et al., 2005 ; Rajeshwari et al., 2005).  
VIII.3. Le système T2SS, l’organisation de l’opéron.  
Selon la bactérie considérée, un T2SS complet est codé par 12 à 15 gènes, généralement 
appelés gsp (general secretory pathway) et nommés de A à O, et S (Pugsley et al., 1997). Dans 
chaque espèce bactérienne, les gènes de T2SS sont souvent appelés différemment (out chez 
Dickeya, eps chez Vibrio etc.) mais les noms de gènes équivalents (de A à O, et S) sont 
conservés. Les T2SSs de P. aeruginosa font une exception à cette règle. L’identité de séquence 
en acides aminés varie entre 25-40 % pour les composants GspC, L et M et 60-80 % pour GspE, 
F et G. L’organisation de ces gènes est généralement bien conservée même si chez certaines 
espèces cette ordre peut être différent (Douzi et al. 2012). La majorité des gènes de T2SS sont 
organisés dans un seul opéron, et certains gènes se chevauchent. Les différences les plus notables 
dans l’organisation des gènes concernent souvent des gènes situés du coté 5’ ou 3’ du cluster 




Figure 36. Organisation des gènes de T2SS chez différentes espèces.  
Les gènes homologues sont représentés avec les mêmes couleurs. Les noms des gènes de T2SS chez 
P. aeruginosa sont différents de ceux des autres espèces (Douzi et al., 2012). 
VIII.4. La localisation et l’assemblage de T2SS. 
Une étude réalisée chez P. aeruginosa, a estimé que la quantité de machineries de T2SS 
assemblées peut varier de 50 à 100 par cellule (Brok et al., 1999). Plus récemment, les modalités 
d’assemblage de T2SS ont été étudiées chez quelques espèces bactériennes en utilisant des 
composants couplées à la GFP. Cependant, ces résultats ne sont pas toujours cohérents entre eux. 
Par exemple, les unités de T2SS seront distribuées en spirale et assemblées au centre de la cellule 
chez K. oxytoca et V. cholerae mais elles seraient concentrées aux pôles chez P. aeruginosa 
(Lybarger et al., 2009 ; Buddelmeijer et al., 2006 ; Senf et al., 2008). La sécrétine GspD ne serait 
pas dépendante de la présence d’autres composants du système pour être assemblée et insérée 
dans la membrane externe (Lybarger et al., 2009). Au contraire, la microscopie à fluorescence a 
démontré que c’est la sécrétine qui initialise la co-localisation des autres composants du T2SS, 
OutC, OutL, OutM, OutF et OutE (Buddelmeijer et al., 2009; Lybarger et al., 2009). 
Les composants du T2SS sont situés dans les deux membranes et peuvent être séparés en trois 
parties: 1) les protéines intégrées, ancrées ou associées avec la membrane interne (codées par les 
gènes gspC, gspL, gspM, gspF, gspE, représentés en bleu); 2) le pseudopilus (composé de 
protéines GspGHIJK, en vert) qui semble jouer le rôle d’un piston propulsant des substrats à 
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travers le pore dans la membrane externe 3) la sécrétine GspD (en marron) qui forme ce pore 
dans la membrane externe (Figure 37).  
 
Figure 37. Représentation schématique de T2SS. 
Pour atteindre la membrane externe, les monomères de la sécrétine ont besoin de traverser la 
couche de peptidoglycane. Ce passage serait indépendant du système Bam (Collin et al., 2009). 
Certaines T2SS possèdent la lipoprotéine GspS, un chaperon spécifique qui protège la sécrétine, 
et assure son passage à la membrane externe grâce à l’intervention de la voie Lol 
(Nickerson et al., 2011; Guilvout et al., 2006). Pour certaines sécrétines, la présence de protéines 
spécifiques GspA et B qui modulent l’organisation du peptidoglycane est nécessaire 
(Strozen et al., 2011; Li & Howard, 2010). Les protéines de la membrane interne, OutC, OutL, 
OutM, OutF et OutE semblent suivre la sécrétine pour former une machinerie complète 
(Buddelmeijer et al., 2009; Lybarger  et al., 2009). La formation de pseudopilus quant à elle, 
serait amorcée par les interactions entre les pseudopilines mineures GspHIJK 
(Cisneros et al., 2012) suivie d’une polymérisation de la pseudopiline majeure GspG grâce aux 
changements conformationnels de GspL et à l’énergie fournie par l’ATPase GspE 
(Gray et al., 2011). 
VIII.4. Les composants du T2SS.  
VIII.4.1. La sécrétine GspD.  
La protéine GspD fait partie d’une superfamille des sécrétines, qui regroupe les sécrétines du 
T2SS, du T3SS (YscC d’Yersinia, InvG de S. typhimurium), les sécrétines des phages 
filamenteux pIV et des pili de type IV T4P (PilQ) (Korotkov et al., 2011a) (Figure 38). Dans 
tous ces systèmes, les sécrétines jouent un rôle similaire : elles forment un pore dans la 
membrane externe à travers lequel des macromolécules peuvent être transloquées. Ce pore est un 
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anneau formé par 12 à 15 protomères de la sécrétine. Le pore de la sécrétine PulD de K. oxytoca 
est constitué de 12 protomères (Chami et al., 2005). Le diamètre du pore des sécrétines estimé 
par microscopie électronique serait de 5 nm (PilQ, YscC) (Collins et al., 2001 ; 
Burghout et al., 2004b ) à 10 nm (XcpQ et YscC) (Brok et al.,  1999 ; Burghout et al., 2004b ; 
Kowal et al., 2013).  
Les comparaisons de séquences de différentes sécrétines et les résultats de protéolyse de PulD 
et XcpQ ont permis d’identifier deux domaines principaux : le domaine C-terminal, bien 
conservé et résistant aux protéases, et le domaine N-terminal, variable et sensible aux protéolyses 
(Genin & Boucher, 1994 ; Guilvout et al., 1999). Le domaine C-terminal (300 à 400 résidus) est 
bien conservé dans toute la famille des sécrétines (Brok et al., 1999). 
 
Figure 38. Organisation générale de différentes sécrétines (D’après Reichow et al., 2010).  
Il a été suggéré que le domaine C-terminal serait composé de brins β transmembranaires 
(Pugsley et al., 1993 ; Bitter et al., 1998). Cependant, l’analyse par dichroïsme circulaire a 
montré que ce domaine ne contient que 27 % de brins β (Chami et al., 2005) ce qui n’est pas 
habituel pour des protéines intégrales de la membrane externe (Koebnik et al., 2000). Certaines 
sécrétines possèdent aussi un petit domaine S (30 à 70 résidus) situé à leur extrémité C-terminale. 
Le domaine S représente une région d’interaction avec la pilotine GspS 
(Shevchik &Condemine, 1998, Hardie et al., 1999). 
Le domaine N-terminal constitue une large partie périplasmique de la sécrétine, qui pourrait 
interagir avec les autres composants du T2SS et/ou avec les protéines à sécréter. Il est constitué 
de quatre sous-domaines : N0, N1, N2 et N3 (Figure 38). La structure des domaines N0, N1 et 
N2 de GspD d’E. coli ETEC, co-cristallisés avec un nanobody a été résolue par diffraction aux 
rayons X (Korotkov et al., 2009). Dans cette structure, les trois sous-domaines périplasmiques 
sont organisés en deux lobes (Figure 39A). Un lobe compact composé des sous-domaines N0 et 
N1 et un autre composé du sous-domaine N2. Le sous-domaine N0 interagit avec N1 grâce à 
deux brins β antiparallèles : β3 de N0 et β6 de N1 (Figure 39A et 39B). Le sous-domaine N0 est 
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composé de deux hélices-α entourées d’un côté, par un feuillet β mixte composé de trois brins et 
d’un autre côté, par un autre feuillet β composé de deux brins antiparallèles (Figure 39B). Ce 
type de repliement est proche des domaines des récepteurs de TonB (Figure 39C) 
(Brillet et al., 2007). Une similarité structurale observée entre N0 et FpvA (le récepteur de TonB) 
a permis de suggérer leur similarité fonctionnelle probable. Notamment, dans la structure de 
GspD le brin β2 de N0 n’est pas impliqué dans les interactions entre les sous-domaine N0 et N1, 
il reste donc accessible et, par analogie avec FpvA, ce brin β pourrait interagir avec un partenaire 
externe (Korotkov et al., 2009a). Une étude structurale récente a permis de démontrer que le 
sous-domaine N0 de la sécrétine GspD d’E. coli forme une sorte d’hélice composée de 12 sous-
unités par tour (Korotkov et al., 2013). Le brin β2 d’une sous-unité, la boucle entre β2/β3, le brin 
β5 et la boucle entre β4/β5 sont impliqués dans l’interaction avec hélice α2 d’une autre unité. Les 
sous-domaines N1 et N2 ont le même type de repliement, ils sont composés de deux ou trois 
hélices α et d’un feuillet β de trois brins (Figure 39A, 39B). 
 
Figure 39. Structure du domaine N-terminal de GspD d’E. coli ETEC. 
A) Structure de sous-domaines N0, N1, N2 (3EZJ). B) Représentation schématique des sous-domaines 
N0, N1, N2. C) Superposition du domaine N0 et de la protéine FpvA (le récepteur de TonB) 
(Korotkov et al., 2009a). 
Une étude structurale plus récente a démontré que la sécrétine XcpQ de P. aeruginosa 
possède un repliement très similaire à celui de GspD (Van der Meeren et al., 2013) même si les 
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séquences de XcpQ et GspD sont assez differentes et les deux sécrétines appartient à des sous-
familles éloignées (Dunstan et al., 2013). Les structures des sous-domaines N0, N1 et N2 de 
XcpQ et GspD sont très proches, avec des valeurs de RMSD de 0.64 Å pour N0, 1.66 Å pour N1 
et 1.01 Å pour N2 (Figure 40). Notamment, l’interface entre N0 et N1 est aussi conservée entre 
XcpQ et GspD et comprend β3 de N0 et β6 de N1. La différence principale entre XcpQ et GspD 
réside dans la position du domaine N2. Sur la structure de XcpQ ce domaine est positionné plus 
près de N1 en interaction avec ce domaine. Dans GspD, une telle interface entre N1 et N2 n’est 
pas possible à cause de la co-cristallisation avec les nanobodies (Figure 40).  
 
Figure 40. Structures des domaines N-terminaux des structures de XcpQ de P. aeruginosa (4E9J) 
et GspD d’E. coli (3EZJ).  
La sécrétine EscC du T3SS d’E. coli EPEC possède une organisation générale similaire à 
celle des sécrétines du T2SS (Figure 41). Elle possède notamment les sous-domaines N0 et N1 
(Spreter et al., 2009) (Figure 38). Cependant, même si le repliement des sous-domaines N0 et N1 
de GspD et EscC sont très similaires et ces sous-domaines isolés se superposent parfaitement 
(Figure 41A pour N0, 41B pour N1), leur orientation relative est très différente dans GspD et 
EscC et l’interface entre N0 et N1 dans EscC est très différente de celle observée dans les 




Figure 41. Superpositions des sous-domaines N0/N1 de GspD et d’EscC d’E. coli EPEC.  
A) Superposition de sous-domaines N0 de GspD (violet, 3EZJ) et d’EscC (orange, 3GR5). B) 
Superposition des sous-domaines N0 (violet) et N1 (bleu clair) de GspD et N0/N1 d’EscC (orange).  
Structure du pore de la sécrétine dans la membrane externe. 
La formation des homomultimères de sécrétine a été premièrement démontrée par les 
techniques du pontage chimique et filtration sur gel (Kazmierczak et al., 1994, Chen et al., 1996). 
Les analyses par microscopie électronique ont permis de démontrer que 12 à 14 protomères de 
sécrétine forment des homomultimères avec une cavité centrale d’un diamètre de 50 à 90 Å selon 
les espèces (Nouwen et al., 2000 ; Burghout et al., 2004). Vue la taille du pore, son ouverture et 
sa fermeture doivent être strictement régulées pour éviter la sortie des protéines périplasmiques. 
L’analyse par microscopie électronique de la sécrétine PulD de K. oxytoca (Nouwen et al., 2000) 
et pIV du phage filamenteux (Opalka et al., 2003) ont démontré la présence d’un « bouchon » au 
centre du pore. Au début, on a pensé que cette structure était formée par le domaine N-terminal, 
mais les études plus récentes ont indiqué que cette structure est formée par le domaine C-
terminal (Chami et al., 2005). La reconstitution tridimensionnelle du dodécamère de PulD 
montre qu’il est constitué de deux anneaux. Un anneau ouvert est positionné dans la membrane 
externe et lié par des connections faibles au deuxième anneau, situé lui-même dans le périplasme 
(Figure 42). 
L’entrée du pore du côté périplasmique est ouverte, par contre une densité occupe le centre du 
canal (Figure 42D). Chami et al. (2005) ont proposé une hypothèse suivante : le chargement de 
la protéine à secréter peut déplacer le « bouchon » au centre du pore et entrainer la formation 




Figure 42. Reconstitution tridimensionnelle de la sécrétine PulD de K. oxytoca. 
(A) Le domaine résistant à la protéolyse (en bleu) correspond au domaine C inséré dans la membrane 
externe. Le domaine sensible à la protéolyse (en gris) correspond au domaine N et domaine S (petites 
masses latérales). (B) Vues en perspective du multimère de PulD entier (en haut) et du domaine résistant 
à la protéolyse (en bas). (C) Vues axiales correspondantes. (Chami et al., 2005) 
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Une étude plus récente de GspD de V. cholerae réalisée par la cryo-microscopie électronique 
a permis de déterminer la longueur (du périplasme au milieu extracellulaire : 200 Å) et le 
diamètre (155 Å) du dodécamère formé par cette sécrétine (Reichow et al., 2010). L’entrée du 
vestibule périplasmique est environ de 75 Å, suivie d’une zone de resserrement (Figure 43) Le 
vestibule périplasmique est séparé de la chambre extracellulaire par une barrière périplasmique. 
Le diamètre de la chambre extracellulaire a été estimé à 100 Å, elle est séparée du milieu 
extracellulaire par une barrière extracellulaire (Figure 43).  
 
Figure 43. Structure de la sécrétine GspD de V. cholerae dans un état « fermé ».  
La sécrétine serait composée de deux compartiments séparés l’un de l’autre par la barrière périplasmique 
et du milieu extérieur par la barrière extracellulaire (Reichow et al., 2010) 
Un modèle, regroupant la structure cristallographique des domaines N0, N1, N2 et la 
prédiction de N3 de GspD (Korotkov et al., 2009) ainsi que le modèle 3D du dodécamère formé 
par la sécrétine, a été proposé (Figure 44) (Reichow et al., 2010). La protéine sécrétée, 




Figure 44. Superposition des structures 3D des domaines N0, N1, N2 et N3 (prédiction) de GspD 
d’E. coli avec le modèle 3D de la sécrétine dans son état «fermé».  
(A) Vue d’ensemble. (B) Insertion dans ce modèle de la structure de la toxine cholérique AB5, sécrétée 
par le T2SS de V. cholerae. (Reichow et al., 2010) 
Il a été suggéré que l’anneau formé par les sous-domaines N3 représente le site de 
resserrement (Figure 43, Figure 44). Par conséquent, les études réalisées avec plusieurs 
sécrétines ont mis en évidence des caractéristiques communes : un arrangement de 12 à 15 
protomères, un large vestibule avec ouverture d’un côté et barrière périplasmique de l’autre 
(Korotkov et al., 2011). Néanmoins, le mécanisme de l’ouverture de ce canal lors de sécrétion 
reste à identifier. Cette ouverture pourrait être initiée par les contacts avec les protéines à sécréter 
et/ou les autres composants du T2SS. Les interactions directes de la sécrétine avec les protéines 
sécrétées ont été démontrées : entre la pectate lyase PelB et OutD de D. dadantii 
(Shevchik et al., 1997) ; entre l’entérotoxine LT B5 et le domaine périplasmique de GspD 
d’E. coli, entre la toxine cholérique et le domaine périplasmique de la sécrétine de V. cholerae 
(Reichow et al., 2010, Reichow et al., 2011) et entre les exoprotéines de P. aeruginosa et XcpQ 
(Douzi et al., 2011). Cependant, l’interaction du substrat avec la sécrétine ne semble pas être 
suffisante pour permettre l’ouverture du pore. Ces résultats corroborent des données antérieures, 
où la présence de la pullulanase dans le mélange liposome/PulD n’a pas affecté la conductance 
du canal de la sécrétine (Nouwen et al., 1999). D’autre part, les interactions entre la sécrétine et 
certains autres composants du système ont été démontrées : avec GspG (Lee et al., 2005), avec le 
complexe GspK-GspI-GspJ (Reichow et al., 2010), GspC (Korotkov et al., 2006; 
Login et al., 2010 ; Douzi et al., 2011) et GspB (Condemine & Shevchik, 2000; Ast et al. 2002; 
Strozen et al., 2011). Ces interactions peuvent jouer un rôle direct ou indirect dans la régulation 
de l’ouverture /fermeture du pore de la sécrétine. 
Le mode d’organisation des protomères de la sécrétine dans le canal multimérique est aussi 
une question de controverse. Dans le modèle qui place la structure cristallographique dans la 
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reconstitution 3D du pore, une symétrie de type C12 a été proposée (Reichow et al., 2010). C’est 
aussi cohérent avec l’organisation des domaines N0 observée dans les mailles des cristaux 
(Korotkov et al., 2013). Cependant, les études réalisées in vivo suggèrent que l’unité 
fonctionnelle de la sécrétine serait un dimère. Le pore de la sécrétine serait donc organisé en 
hexamère de dimères avec une symétrie de C6 (Van der Meeren et al., 2013). Le même type 
symétrie a été proposé pour la sécrétine BfpB de T4P de E. coli (Lieberman et al., 2012). Les 
études réalisées en partie dans le cadre de cette thèse confirment cette hypothèse 
(Wang et al., 2012). 
VIII.4.2. GspS, la pilotine.  
Les sécrétines du T2SS sont synthétisées avec une séquence signal à l’extrémité N-terminale 
leur permettant d’être exportées par le système Sec. Ensuite, la translocation des sécrétines à 
partir de la membrane interne au travers du périplasme jusqu’à la membrane externe nécessite 
l’intervention de certains protéines ou systèmes spécialisés. Le système Omp85/BamA qui est 
responsable de l’assemblage des protéines en tonneau-β dans la membrane externe, est aussi 
essentiel pour l’adressage et l’insertion de la sécrétine PilQ du T4P (Voulhoux et al., 2003). 
Cependant, l’assemblage de la sécrétine PulD de K. oxytoca dans la membrane externe ne 
dépend pas de ce système (Collin et al., 2007). Il a été démontré que dans certains T2SS, 
l’adressage, l’insertion et l’assemblage de la sécrétine dans la membrane externe sont dépendants 
d’une petite lipoprotéine appelée la pilotine GspS. La pilotine utilise la voie Lol pour atteindre la 
membrane externe. Les pilotines ont été décrites dans divers T2SSs : chez K. oxytoca, PulS 
(Hardie et al., 1996), et D. dadantii, OutS (Shevchik et al., 1997), chez E. coli EHEC, EtpO et 
ETEC, YghG (Strozen et al., 2012) et chez V. cholerae, AspS (Dunstan et al., 2013). 
Les pilotines de la famille OutS/PulS ont été étudiées plus en détail (Hardie et al., 1996 ; 
Shevchik & Condemine, 1998). Ces études ont montré que l’absence de pilotine, entrainait une 
diminution du nombre de dodécamères et de la quantité globale de sécrétine et une accumulation 
de monomères de sécrétine. De plus, en absence de la pilotine, la sécrétine se retrouve dans la 
membrane interne (Guilvout et al., 2006). La pilotine OutS de D. dadantii possède à son 
extrémité N-terminale une séquence (-3LAAC+1) qui est le site spécifique de clivage des 
lipoprotéines par la peptidase LspA. La cystéine libérée par ce clivage sera ensuite lipidée ce qui 
permettra le recrutement de la pilotine par le système Lol, qui assure le transport des 
lipoprotéines à la membrane externe (Shevchik & Condemine, 1998).  
La structure d’OutS de D. dadantii (Gu et al., 2012b) ainsi que celle de deux autres pilotines 
de la même famille, PulS de K. oxytoca (Tosi et al., 2011) et GspS d’E. coli EHEC 
(Korotkov et al., 2013) a été récemment résolue (Figure 45). Ces pilotines adoptent le même 
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repliement qui est constitué d’un paquet de quatre hélices α. Les hélices α1 et α2 forment un 
« épingle à cheveux », tandis que les hélices α3 et α4 sont courbées et enveloppent cette 
« épingle à cheveux » (Figure 45A) (Gu et al., 2012a). Un pont disulfure, conservé dans OutS, 
PulS et GspS, fixe ensemble les hélices α1 et α2 et il est nécessaire pour stabiliser la structure de 
la pilotine.  
La structure de pilotine AspS de V. cholerae est differentre de celles de famille OutS-PulS 
(Figure 45D) (Dunstan et al., 2013). Elle est presenté par un feulliet composé de cinq brins β et 
quatres hélices α (Figure 45D).  
 
Figure 45. Structures de pilotines.  
A) OutS de D. dadantii, 3UTK (Gu et al., 2012a). B) PulS de K. oxytoca , 4A56 (Tosi et al., 2011) 
C) GspS d’E. coli EHEC, 3SOL (Korotkov et al., 2013), D) AspS de V. cholerae (Dunstan et al., 2013). 
La pilotine interagit directement avec une courte région située à l’extrémité C-terminale de la 
sécrétine, appelée le domaine S. Les études récentes utilisant des approches biophysiques variées 
ont permis de démontrer que le domaine S de la sécrétine n’est pas structuré, mais il se replie en 
hélice α en contact avec la pilotine (Nickerson et al., 2011 ; Gu et al., 2012a ; 
Rehman et al., 2013). L’interaction se fait en deux étapes. Un faible lien unirait la sécrétine et la 
pilotine lors du rapprochement, puis deviendrait plus fort alors que la fixation se réalise, unissant 
les deux protéines en un complexe. La structure de la pilotine OutS en complexe avec le peptide 




Figure 46. Structure de la pilotine OutS en complexe avec le peptide C-terminal de la sécrétine 
OutD.  
Le peptide C-terminal de la sécrétine OutD est indiqué en bleu, la pilotine OutS, en violet 
(Rehman et al., 2013).  
Un modèle d’adressage de la sécrétine par la pilotine impliquant le système Lol a été proposé 
(Figure 47) (Collin et al., 2011 ; Korotkov et al., 2012). 
 
Figure 47. Mécanisme possible du fonctionnement de la pilotine.  
La pilotine OutS (un ovale bleu) interagit avec un monomère d’OutD (un bleu clair avec une lettre D) et 
assure son adressage à la membrane externe par la voie Lol (les protéines LolABCDE sont indiquées en 
violet).  
Chez E. coli ETEC, en absence de la pilotine YghG (GspSβ), la majorité de GspDβ est 
dégradée ou localisée dans la membrane interne sous la forme de monomère. Au contraire, en 
présence de YghG, la sécrétine GspDβ est correctement localisée dans la membrane externe et 
forme des multimères fonctionnels (Strozen et al., 2012). Par contre, la pilotine YghG n’a 
aucune influence sur l’assemblage de la sécrétine GspDα d’un autre système de type II d’E. coli 
qui quant à lui, possède sa propre pilotine appelée EtpO. Une étude récente a démontré que 
E. coli possèdent deux types de T2SS ayant chacun sa propre sécrétine, GspD(α) et GspD(β), et 
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les pilotines appropriées, de type PulS/OutS/EtpO et YghG/AspS, respectivement 
(Dunstan et al., 2013). 
Certains T2SS ne possèdent aucune pilotine ou les gènes correspondants n’ont pas été 
identifiés. Par ailleurs, certaines sécrétines sont elles-mêmes des lipoprotéines et n’ont pas 
besoin d’assistance d’une pilotine pour être adressées à la membrane externe. Par exemple, la 
sécrétine HxcQ du deuxième T2SS de P. aeruginosa possède une longue région à l’extrémité 
N-terminale avec un site de lipidation spécifique de lipoprotéines (Viarre et al., 2009). Dans le 
cas de la sécrétine XcpQ du premier T2SS de P. aeruginosa, une protéine périplasmique serait 
nécessaire à l’adressage de XcpQ dans la membrane externe (Seo et al., 2009). Par ailleurs, une 
étude récente a évoqué l’existence d’une pilotine « classique », une lipoprotéine de la famille 
YghG/AspS qui pourrait servir pour les deux sécrétines de P. aeruginosa (Dunstan et al., 2013). 
Il faut aussi mentionner que des pilotines de type lipoprotéine ont été identifiées pour les 
sécrétines de T3SS et de pili de type IV. Elles adoptent les repliements très distants et qui sont 
aussi différents de ceux de pilotines OutS/PulS et YghG/AspS de T2SS. La pilotine MxiM de 
T3SS chez Shigella flexneri a un repliement général formé de 4 hélices α et possède comme 
particularité, un feuillet β ouvert ou fissuré qui forme un complexe avec 18 résidus C-terminaux 
de la sécrétine partenaire MxiD (Okon et al., 2008). La pilotine PilW/PilF du T4P de Neisseria 
meningitidis ou Pseudomonas aeruginosa, possède une architecture différente de celle de MxiM, 
notamment six séries d’hélices α mais agit d’une manière semblable (Trindade et al., 2008). Il 
est donc intéressant de voir que malgré une fonction équivalente, les pilotines issues de systèmes 
variés, tels que T2SS, T3SS et T4PS, ont des différences profondes de structure. Ceci pourrait 
représenter un exemple de l’évolution convergente des structures protéiques variées vers la 
même fonction biologique. 
VIII.4.3.La protéine GspC. 
GspC et la sécrétine GspD sont les deux composants du T2SS qui sont impliqués dans la 
spécificité du système. Les études génétiques réalisées avec quelques espèces possédant les 
T2SSs proches comme D. dadantii, P. carotovorum, ou encore K. oxytoca ont démontré que tous 
les gènes du système peuvent être échangés entre ces bactéries sauf GspC et GspD 
(Lindeberg et al., 1996 ; Possot et al., 2000). Les mêmes conclusions ont été faites suite aux 
expériences réalisées chez P. aeruginosa et P. alcaligens (de Groot et al., 2001), ce que indique 
que GspC et GspD sont les porteurs de la spécificité du système. D’autres études ont démontré 
que GspC et GspD interagissent directement avec les protéines sécrétées (Bouley), suggérant un 




VIII.4.3.1. Description générale.  
GspC est une protéine bitopique de la membrane interne. Elle est composée d’une courte 
région cytoplasmique, à l’extrémité N-terminale, suivi d'un segment transmembranaire (TMS) et 
d'une large région périplasmique (Thomas et al., 1997). La protéine GspC est active sous forme 
dimérique. Il a été démontré que la dimérisation de GspC se fait grâce au segment 
transmembranaire (TMS). Ainsi, cette partie représente non seulement un ancrage dans la 
membrane interne, mais joue un rôle important dans les fonctions de la protéine GspC (Login & 
Shevchik, 2006). 
La partie périplasmique est composée d’une région bien conservée, appelée le domaine HR 
(homology region) et de la partie C-terminale qui varie chez les différents GspC et peut contenir 
un domaine PDZ (chez V. cholerae et D. dadantii) ou un domaine "coiled-coil" (chez 
P. aeruginosa et P. alcaligens) (Gerard-Vincent et al., 2002) (Figure 48). Dans certaines autres 
GspC, cette région C-terminale est absente, comme dans la protéine HxcP du deuxième T2SS de 
P. aeruginosa (Peabody et al., 2003) ou SttC du deuxième T2SS de D. dadantii (Ferrandez & 
Condemine, 2008). Le domaine coiled-coil (CC) de XcpP n’est pas indispensable au 
fonctionnement du système car le mutant XcpP∆CC reste fonctionnel (Bleves et al., 1999). De 
plus, ce domaine peut être remplacé par le domaine PDZ d’OutC (Gérard-Vincent et al., 2002). 
De même, en absence du domaine PDZ d’OutC de D. dadantii, certains substrats sont bien 
sécrétés tandis que la sécrétion des pectate lyases est complètement abolie (Bouley et al., 2001). 
Chez D. dadantii, la sécrétion de certaines exoprotéines (Cel5 et PemA) n’est pas affectée par la 
délétion du domaine PDZ d’OutC. Par contre, l’absence de ce domaine abolit la sécrétion de 
PelD, PelE, PelL, PelB, PelC et RhiE, la sécrétion de la pectate lyase PelI est affectée à 50-80 %. 
Les mêmes résultats ont été obtenus quand le domaine PDZ de D. dadantii a été remplacé par le 
domaine PDZ de P. carotovorum (Bouley et al., 2001). Ceci montre que domaine PDZ assure le 
rôle de gardien de spécificité pour certaines exoprotéines chez D. dadantii. Cependant, les autres 
substrats sont indépendants ou peu-dépendants du domaine PDZ. Cependant, aucune interaction 
directe n’a été mise en évidence entre les exoprotéines et le domaine PDZ de GspC. Récemment, 
une interaction entre la région périplasmique de GspC (qui ne possède pas le domaine PDZ) et 
les exoprotéines a été démontrée par résonance des plasmons de surface chez P. aeruginosa 




Figure 48. Représentation schématique des protéines OutC de D. dadantii et XcpP de 
P. aeruginosa. 
VIII.4.3.2. Le domaine PDZ.  
Les domaines PDZ ont été nommés d’après les trois protéines dans lesquelles ce type de 
domaine a été premièrement caractérisé (PSD-95, Disc-large, ZO-1). Chez les eucaryotes, les 
domaines PDZ sont très fréquents. Ils sont impliqués dans des interactions protéine-protéine et 
notamment, dans la signalisation cellulaire (Pallen & Ponting, 1997). Les domaines PDZ 
contiennent d’une centaine de résidus et ont une forme globulaire. La structure du domaine PDZ 
classique est composée de six brins-β (βA à βF) et deux hélices-α (αA et αB). Le site 
d’interaction avec le substrat est formé par le brin-βB et l'hélice-αB. Habituellement, la partie 
C-terminale du substrat se fixe comme un brin-β supplémentaire et antiparallèle à βB (Figure 49). 
Le motif conservé Gly-Leu-Gly-Phe (GLGF) est localisé dans la boucle entre les brins βA et Βb. 
Il est impliqué dans la formation des liaisons hydrogènes avec le groupement carboxyle du 
substrat, appelé CBL (carboxylate binding loop) (Harris & Lim, 2001). 
 
Figure 49. Structure du domaine PDZ3 de la protéine PSD95 en complexe avec son substrat.  
Le domaine PDZ est représenté en vert avec le motif GLGF (CBL) en bleu, le substrat en rouge (1BE9) 
(Doyle et al., 2003).  
Chez les bactéries, les domaines PDZ sont moins répandus. Ils sont notamment présents chez 
les protéases de la famille HtrA/DegP (Clausen et al., 2002). Les protéines de cette famille 
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possèdent une quantité variable de domaines PDZ. Par exemple, chez E. coli : les protéines DegP 
et DegQ possèdent deux domaines PDZ, et la protéine DegS, un seul (Kim et al., 2005). La 
structure de DegP a été résolue par cristallographie aux rayons X (Krojer et al., 2002). Cette 
protéine possède un domaine à activité protéolytique et deux domaines PDZ. DegP forme des 
hexamères avec les domaines protéolytiques placés dans la cavité centrale et les domaines PDZ 
tournés vers l’extérieur. L'hexamère de DegP existe sous les deux formes : ouverte et fermée 
(Ortega et al., 2009) (Figure 50).  
 
Figure 50. Deux formes de l'hexamère formé par DegP.  
A) Forme ouverte. B) Forme fermée. Chaque monomère de DegP est représenté par une couleur 
différente (Ortega et al., 2009).  
Les mouvements des domaines PDZ sont impliqués dans la régulation de 
l’ouverture/fermeture de la cavité centrale de DegP grâce à la reconnaissance du substrat 
(Ortega et al., 2009). Dans l’état fermé le site de fixation du substrat du domaine PDZ2 est 
bloqué par la boucle située entre deux domaines PDZ. Cette interaction affecte la fixation de 
l’extrémité C-terminale du substrat et bloque l’entrée des substrats dans la cavité interne. Ainsi, 
les domaines PDZ jouent un rôle important dans la régulation du fonctionnement de DegP. 
Le domaine PDZ a été aussi retrouvé chez certaines protéines GspC. La structure du domaine 
PDZ d’EpsC de V. cholerae a été résolue par cristallographie aux rayons X 
(Korotkov et al., 2006). Deux dérivés d’EpsC d’une taille différente ont été étudiés : la version 
courte du domaine PDZ, s-PDZ, contenant les résidus 219-305 et la version longue, l-PDZ, 
contenant les résidus 201-305 (Korotkov et al., 2006). La version s-PDZ adopte un repliement 
classique, caractéristique des domaines PDZ : 6 brins β (βA- βF) entrecoupés par 2 hélices α (αA 
et αB) (Figure 51 A). Cependant, la version longue l-PDZ possède une hélice α supplémentaire 
et présente quelques autres différences notables avec la version courte (Figure 51 B). Notamment, 
la superposition des deux structures montre que la position de l’hélice αB est différente dans les 
deux structures. Il est donc possible que le domaine PDZ change de conformation lors de 
l’interaction avec les protéines partenaires et que les deux structures observées présentent deux 
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conformations fonctionnelles du PDZ (Figure 51 C). Dans des expériences de cristallogenèse, la 
co-cristallisation de s-PDZ avec une hélice αA issue d’une autre molécule PDZ a été détectée 
(Figure 51 D). Les domaines PDZ de la famille GspC ne contiennent pas le motif GLGF qui est 
impliqué dans la fixation du substrat par les domaines PDZ classiques chez les eucaryotes 
(Harris & Lim, 2001). Dans la structure présentée sur Figure 51 D, l'hélice α2 occupe la place de 
la boucle GLGF, ce qui explique pourquoi la fixation d’un peptide C-terminal n’est pas possible 
par le PDZ de GspC (Korotkov et al., 2006). 
Les domaines "coiled-coil" retrouvés chez certaines GspC, sont composés de deux ou 
plusieurs hélices-α, parallèles ou antiparallèles. Ces domaines (comme les domaines PDZ) sont 
aussi bien connus pour être impliqués dans les interactions protéine-protéine 
(Burkhard et al., 2003).  
Le domaine PDZ est indispensable pour la sécrétion de certains substrats chez D. dadantii 
(PelD, PelE, PelL, PelB et PelC) et pas important pour les autres (Cel5 et PemA). La sécrétion de 
la pectate lyase PelI est affectée en absence du domaine PDZ. Le même phénomène est observé 
dans le cas du remplacement du domaine PDZ de D. dadantii par le domaine PDZ de P. 
carotovorum (Bouley et al., 2001). Ainsi, le domaine PDZ détermine la spécificité de sécrétion 
des pectate lyase majeures. De plus, les substrats dépendants du PDZ, comme la pectate lyase 
PelD, sont secrétés plus tôt et plus efficacement que les substrats indépendants du PDZ, comme 
PemA, ou peu dépendants, comme la pectate lyase PelI. Il existe donc un mécanisme 
d’interaction du domaine PDZ avec les exoprotéines qui peut être à la base de la hiérarchisation 




Figure 51. Structure cristallographique du domaine PDZ d’EpsC de V. cholerae.  
A) Structure de la version courte du domaine PDZ (s-PDZ, 2I6V) contenant les résidus 219-305. 
B) Structure de la version longue du domaine PDZ (l-PDZ, 2I4S) contenant les résidus 201-305. C) 
Superposition de deux structures. D) Structure de la version courte du domaine PDZ (s-PDZ) co-
cristallisé avec hélices αA d’une autre molécule de s-PDZ (Korotkov et al., 2006). 
VIII.4.3.3. Le domaine HR. 
Le domaine HR (homology region) est la partie la plus conservée de GspC. La structure du 
domaine HR a été résolue récemment par cristallographie (EpcC de V. cholerae 
(Korotkov et al., 2011)) et par résonance magnétique nucléaire (OutC de D. dadantii 
(Gu et al., 2012)). Les deux structures sont très similaires : le domaine HR possède 2 feuillets β 




Figure 52. Structure du domaine HR d’OutC de D. dadantii. (Gu et al., 2012 ; 2LNV). 
Le repliement du domaine HR d’OutC est ressemble à celui du domaine périplasmique de 
PilP, un composant de système de pili de type IV T4P (Golovanov et al., 2006) (Figure 53). Les 
deux domaines ont le même type de topologie organisée en deux feuillets β. Une courte hélice 
310 est présente à l’extrémité N-terminale de ces deux structures (Figure 52, Figure 53). 
Cependant, la structure cristalline de PilP contient un brin β supplémentaire, β4, qui est rarement 
observé dans la structure « in solution » du domaine HR d’OutC à cause d’une grande flexibilité 
de la structure dans cette région (Gu et al., 2012).  
 
Figure 53. Comparaison des domaines HR d’OutC et PilP.  
Le domaine HR de la protéine OutC de D. dadantii est représenté en bleu foncé (2LNV) et la partie 
périplasmique de la protéine PilP de Neisseria meningitidis en bleu clair (2IVW).  
Il a été démontré que le domaine HR de GspC de V. cholerae réagit avec le domaine 
périplasmique N0 de la sécrétine (Korotkov et al., 2006 ; Korotkov et al., 2011). Une interaction 
entre HR d’OutC et OutD a été aussi démontrée chez D. dadantii par la technique de 
co-purification (pull-down). Le site d’interaction a été précisé comme une courte région entre les 
résidus 139-158 (les brins β6 et β7) du domaine HR (Login et al., 2010). Cette partie appelée 
OutCsip (secretin interaction peptide) interagit avec deux sites dans OutD. L'un est situé dans le 
domaine N0 de GspD et l’autre dans le domaine N2. Les données obtenues par résonance 
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magnétique nucléaire ont permis de proposer l’interface d’interaction entre le domaine HR 
d’OutC et le domaine N0 d’OutD de D. dadantii (Gu et al., 2012). 
Actuellement, trois types d’interactions ente GspC et GspD ont été mises en évidence 
(Figure 54) : 
1. l’interaction entre OutCsip (β6 et β7 du domaine HR) et deux sites d’OutD (β2 et β10) dans 
les domaines N0 et N2, respectivement (Login et al., 2010) 
1. l’interface cristalline qui comprend le brin β1 du domaine HR de GspC et β1 du domaine 
N0 de GspD (Figure 53 A, 3OSS) (Korotkov et al., 2011)  
2. l’interaction entre le brin β1 du domaine HR d’OutC et β3 du domaine N0 d’OutD a été 
démontrée dans les expériences de résonance magnétique nucléaire (Figure 53 B) 
(Gu et al., 2012) 
 
Figure 54. Deux types d’interaction entre le domaine HR de GspC et le domaine N0 de GspD. 
A) Interface cristalline entre le brin β1 du domaine HR de GspC et β1 du domaine N0 de GspD d’E. coli 
(Korotkov et al., 2011) B) Interface démontrée par résonance magnétique nucléaire entre le brin β1 du 
domaine HR d’OutC et β3 du domaine N0 d’OutD (Gu et al., 2012). Le domaine HR est représenté en 
bleu avec le brin β1 en rouge, le domaine N0 d’OutD en vert avec les brins β1 (A) ou β3 (B) en orange. 
L’interface entre les deux domaines est soulignée avec un cercle rouge pointillé. 
Chez P. aeruginosa les interactions directes entre les régions périplasmiques de GspC et 
GspD ont été détectées par résonance des plasmons de surface et co-purification (pull-down). 
Cette étude a démontré l’interaction entre la région périplasmique de GspC et le sous-domaine 
N3 de GspD. Cependant, l’interaction entre GspC et le domaine N0 de GspD, mise en évidence 
chez D. dadantii et E. coli, n’a pas été observée (Douzi et al., 2011). Cette différence dans 
l’interface GspC/GspD peut être la cause des différentes techniques utilisées (la résonance des 
plasmons de surface chez P. aeruginosa, co-cristallisation chez E. coli, la résonance magnétique 
nucléaire et co-purification chez D. dadantii). Par ailleurs, le T2SS de P. aeruginosa est assez 
89 
 
différent du T2SSs de D. dadantii et E. coli, et les interfaces entre GspC/GspD peuvent refléter 
des mécanismes différents au sein de ces T2SSs. 
Plus récemment, ces interactions ont été testées in vivo par la technique de pontage disulfure 
(Wang et al., 2012). Ce travail auquel j’ai participé est présenté dans la partie résultats 
(Annexe II, p.248-271). 
VIII.4.4. Le pseudopilus. 
VIII.4.4.1 Les pseudopilines et la prépiline peptidase.  
Les pseudopilines GspG, GspH, GspI, GspJ et GspK (nommées d’après leur homologie avec 
les pilines du pilus de type IV, T4P) sont impliquées dans la formation d’un pseudopilus qui, 
dans le cas du T2SS, est court et ne dépasserait pas le périplasme. Une forte similarité entre 
pilines du T2SS et pseudopilines du T4P a suggéré les origines communes de ces systèmes.  
Chaque pseudopiline est composée : A) d’une longue hélice α1 N-terminale (sa première 
partie est hydrophobe et ressemble à un peptide signal classique) ; B) d’une partie globulaire 
composée de l’extrémité de l’hélice-α1 et d’un feuillet β de trois ou quatre brins-β ; et C) d’une 
boucle αβ qui relie l’hélice α1 au premier brin β du feuillet.  
Les pseudopilines sont synthétisées sous une forme de précurseurs (Pugsley & Dupuy, 1992). 
Les monomères de pseudopilus sont dirigés par le SRP vers le système Sec (Figure 55 A), 
pourtant la séquence signal n’est pas clivée (Francetic et al., 2007 ; Arts et al., 2007 ). Les 
pseudopilines possèdent à leur l’extrémité N-terminale une séquence signal de six ou sept résidus 
similaire à celle des pilines de T4P. Elle est chargée positivement et assure l’insertion des 
pseudopilines dans la membrane interne (Figure 55 B). La prépiline peptidase GspO clive cette 
séquence signal juste après le résidu conservé Gly et ajoute un groupement méthyle à l’extrémité 
N-terminale. (Figure 55 C). Après le clivage de la séquence signal, les pseudopilines restent 
insérées dans la membrane interne grâce à la séquence hydrophobe et peuvent être assemblées 
dans un pilus (Francetic et al., 2007; Arts et al., 2007). La séquence signal des prépilines permet 
donc l’interaction avec SRP, l’exportation à travers la membrane interne par le système Sec 
(Figure 55 A), l’ancrage dans la membrane interne (Figure 55 B) et enfin, l’assemblage des 




Figure 55. La biogenèse du pseudopilus.  
L’hélice α1 N-terminale est représentée en gris. L'hydrophobicité de cette région permet l’interaction avec 
SRP (A), l’exportation par le système Sec et l’insertion dans la membrane interne (B). La séquence signal 
est clivée par la prépiline peptidase GspO. Les pseudopilines interagissent au moins avec un composant 
du T2SS (D) pour permettre l’assemblage dans un pilus (E) (Campos et al., 2013). 
La prépiline peptidase est codée par le gène gspO, qui est souvent situé à la fin du cluster gsp. 
Pourtant, chez P. aeruginosa et A. hydrophila, ce gène est situé à côté des gènes de T4P 
(Pepe et al., 1996 ; Nunn & Lory, 1991). En effet, dans certains cas, une seule prépiline 
peptidase est utilisée par T2SS et T4P. PilD de P. aeruginosa et TapD d’A. hydrophila sont 
indispensables pour la biogenèse des pili T4P et pour la sécrétion par le T2SS. Au contraire, chez 
V. cholerae, il existe deux prépilines peptidases : TcpJ nécessaire à la formation des pili T4P et 
VcpD qui est importante pour la sécrétion (Marsh & Taylor, 1998). Par ailleurs, les peptidases de 
la même famille existent chez les archées, par exemple FlaK de Methanococcus voltae où elle est 
importante pour assurer l’assemblage des préflagellines (Bardy & Jarrell, 2003). 
La protéine OutO (GspO de D. dadantii) possède 8 segments transmembranaires. La première 
boucle cytoplasmique contient un motif à quatre cystéines qui est impliqué dans la fixation de 
Zn2+ et est nécessaire à l’activité de type méthyle transférase de GspO et PilD, la prépiline 
peptidase du T4P. Le rôle de la méthylation de la phénylalanine à la position +1 de pilines et 
pseudopilines n’est pas clair. FlaK, l’homologue de GspO, dans le système flagellaire des 
archées ne possède pas ce domaine de méthyle transférase. Les résidus aspartate situés dans les 
deuxième et troisième boucles cytoplasmiques sont importants pour l’activité protéasique de la 
prépiline peptidase, ce qui a permis de classer ces enzymes dans la famille de peptidases à acide 
aspartique (LaPointe & Taylor, 2000). FlaK, un homologue de GspO chez les archées, possède 
dans son site actif un motif conservé GXDG (Hu et al., 2011).  
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La séquence signal reconnue par la prépiline peptidase est composée de six à sept résidus 
chargés positivement situés avant un domaine hydrophobe d’environ vingt résidus 
(Strom & Lory, 1993) (Figure 56). Le site de clivage est situé avant la région hydrophobe et 
présente un résidu glycine conservé. Un autre acide aminé conservé est l’acide glutamique dans 
la position +5 qui peut jouer un rôle dans l’assemblage du pilus. Après clivage de la séquence 
signal, la prépiline peptidase procède à la méthylation du résidu phénylalanine (F+1). Le résidu 
G-1 est indispensable pour le clivage. Par contre, les résidus F+1 et E+5 ne sont pas 
indispensables pour le clivage mais ils sont importants pour la méthylation et l’assemblage du 
pilus (Strom & Lory, 1991). 
 
Figure 56. L’alignement des séquences signal de la piline PilA de T4P et des pseudopilines de 
Xcp de P. aeruginosa.  
Les résidus identiques entre pseudopilines et piline PilA sont représentés en gras (inclus résidus R et K ; I 
et L comme identiques). Les résidus conservés G-1, F+1 et E+5 sont représentés en police plus grande. Le 
site de clivage par la prépiline peptidase est indiqué par la flèche (Filloux, 2004).  
Cinq protéines du T2SS contiennent le site de clivage par la prépiline peptidase : la 
pseudopiline majeure GspG et les quatre pseudopilines mineures : GspH, I, J et K 
(Nunn & Lory, 1993). GspG est nommée pseudopiline majeure car le ratio de 
GspG:GspH:GspI:GspJ a été estimé à 16 :1 :1 :4 (Nunn et al., 1993).  
A l’exception de GspK, les pseudopilines possèdent le même type de repliement que les 
pilines de T4P : une hélice-α à l’extrémité N-terminale qui débute par la séquence G(F/M)XXXE 
suivie d’une région hydrophobe de 15 à 20 acides aminés, un feuillet β conservé et une région 
variable (Figure 57). La protéine GspK ne possède ni la phénylalanine à la position +1, ni d'acide 




Figure 57. Structures cristallines des pseudopilines.  
L’hélice-α à l’extrémité N-terminale est représentée en bleu, le feuillet β conservé est en vert, la région 
variable est en violet. GspI, GspJ et GspK d’E.coli ETEC (3CI0), PulG (GspG, 1T92) de K. oxytoca et 
EpsH (GspH, 2QV8) de V. cholerae (Korotkov & Hol, 2008). 
Les structures des domaines solubles des pseudopilines majeures PulG de K. oxytoca et XcpT 
de P. aeruginosa ont été résolues (Köhler et al., 2004; Alphonse et al., 2010). Elles sont proches 
de celles de pilines de T4P et possèdent le même type de repliement : une hélice α à l’extrémité 
N-terminale, un feuillet β de quatre brins antiparallèles et une région variable appelé la boucle αβ 
contenant le pont disulfure (Figure 58). 
 
Figure 58. Comparaison des structures de pseudopilines majeures avec les pilines de T4P.  
Structures des domaines solubles de pseudopilines :A) PulG de K. oxytoca et B) XcpT de P. aeruginosa. 
Structures des domaines solubles des pilines : C) PilA de P. aeruginosa PAK D) PilA de P. aeruginosa 
K122-4. L’hélice α N-terminale est représentée en bleu, le feuillet β en vert et la partie variable en rouge. 
La région présentée en jaune correspond au domaine D des pilines (Alphonse et al., 2010). 
Cependant, la pseudopiline majeure du T2SS GspG ne possède ni la boucle αβ, ni le pont 
disulfure qui sont bien conservés dans les pilines majeures de T4P. Il a été démontré que GspG a 
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besoin de la présence de l’ion Ca+2 pour former une boucle αβ bien structurée 
(Korotkov et al., 2009b, Alphonse et al., 2010) (Figure 59). 
 
Figure 59. Structure de la pseudopiline GspG de V. cholerae. 
Les deux sous-unités de GspG sont présentées en jaune et violet. Les ions Ca+2 et Zn+2 sont représentés en 
orange et gris (Korotkov et al., 2009b ; 3FU1). 
Chez V. cholerae, la présence des acides aminés qui forment le site de fixation d’ions calcium 
est indispensable pour la sécrétion, cependant, la substitution de ces résidus n’affecte pas la 
stabilité du monomère de GspG d’E. coli (Korotkov et al., 2009b). Chez K. oxytoca, la 
substitution de ces résidus diminue fortement la quantité de PulG, ce qui suggère que le calcium 
joue un rôle dans le processus de repliement et la stabilité de la pseudopiline majeure 
(Campos et al., 2010). Cette région correspond au domaine variable dans les structures des 
pilines T4P (Craig et al., 2003). 
Les pseudopilines mineures GspH et GspJ possèdent des régions variables plus larges que les 
autres pseudopilines. Par contre les pseudopilines GspI et GspK ont un simple brin β dans la 
région variable (Figure 57) (Yanez et al., 2008a ; Yanez et al., 2008b ; Franz et al., 2011 ; 
Korotkov et al., 2008). Il est possible que cette différence soit en relation avec les rôles de ces 
protéines dans l’assemblage. La pseudopiline GspK possède un domaine α composé de deux 
sous-unités identiques et contient un pont disulfure (Pugsley et al., 2001). De plus, elle possède 
le site de fixation pour deux ions calcium, dont le rôle est inconnu (Korotkov et al., 2008). Cette 
protéine a une taille d’environ 30 kDa ce qui est supérieur aux autres pseudopilines 
(Korotkov & Hol, 2008) (Figure 57). 
VIII.4.4.2. Multimérisation de PulG et assemblage du pilus.  
La pseudopiline majeure GspG s’assemble pour créer une structure filamenteuse 
(Sauvonnet et al., 2000). La similarité de GspG avec la piline majeure de T4P a laissé supposer 
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que, comme dans ce système, les protomères de GspG s’assemblaient par interaction de leurs 
segments transmembranaires pour former un pilus (Craig et al., 2006). En effet, la formation des 
structures multifibrillaires, appelées hyper-pseudopili, a été visualisée dans les conditions de 
surexpression des gènes pul de K. oxytoca (Sauvonnet et al., 2000 ; Vignon et al., 2003) et le 
système Xcp chez P. aeruginosa (Durand et al., 2003).  
Seuls des monomères de la pseudopiline majeure GspG peuvent former de longs polymères 
de hyper-pseudopili. Les pseudopilines mineures n’en sont pas capables même dans les 
conditions de surexpression (Durand et al., 2005). La formation des hyper-pseudopili est 
considérée comme un artefact lié aux conditions de surexpression. Leur exposition sur la surface 
a facilité leur analyse par des techniques biochimiques, de fluorescence ou par la microscopie 
électronique. Les hyper-pseudopili du T2SS observés par microscopie électronique ont des 
caractéristiques proches des pili de T4P. Ce sont des structures fines d’un diamètre de 6 nm et 
flexibles qui sont formées de monomères de PulG arrangés grâce aux contacts des hélices-α 
(Durand et al., 2003 ; Sauvonnet et al., 2000a).  
Les données structurales de PulG et ses homologues ont permis de proposer un modèle 
d’assemblage du pseudopilus. La structure de la région soluble de PulG (Kohler et al., 2004), du 
domaine transmembranaire de la piline majeure du T4P PilA (Craig et al., 2006) et la région 
C-terminale de GspG, contenant un site de fixation au calcium (Korotkov et al., 2009) ont été 
utilisées pour tester plusieurs possibilités d’assemblage des protomères de PulG 
(Campos et al., 2010). 
Les interactions entre protomères dans ce modèle ont été vérifiées par des expériences de 
cystéine scanning ou inversion de charges. Ces données sont cohérentes avec le modèle proposé 
de pseudopilus du T2SS qui est très semblable au modèle du pilus de type IV. Chaque tour 
d’hélice contient 4,25 sous-unités et le diamètre extérieur est de 65 Å. L’analyse des distances 
entre les monomères a permis mettre en évidence certains contacts conservés 
(Campos et al., 2010) (Figure 60 A). 
Chaque monomère de PulG (P) interagit avec les monomères P+1, P+3, P+4 et probablement 
P+7 par des interactions électrostatiques et hydrophobes (Figure 60 B). L’insertion d’un nouveau 





Figure 60. Structure du pilus formé par des monomères de PulG.  
A) Assemblage des monomères de PulG dans le pilus. B) Résidus impliqués dans les interactions entre les 
monomères. Les monomères sont représentés par une couleur différente : le monomère central P (en 
orange), les monomères suivants P+1 (en vert), P+3 (en bleu), P+4 (en rouge). Les résidus correspondant 
à chaque monomère sont indiqués par les mêmes couleurs (Campos et al., 2010).  
VIII.4.4.3. Interactions entre les pseudopilines.  
La présence des pseudopilines mineures est indispensable pour la sécrétion des protéines dans 
les conditions physiologiques. Pourtant, les hyper-pseudopili peuvent être assemblés en leur 
absence dans les conditions de surexpression. Ces données ont conduit à l'hypothèse que les 
pseudopilines mineures sont impliquées dans les interactions avec le substrat. Par contre, les 
études de complémentation ont démontré que les pseudopilines mineures ne sont pas des 
déterminants de spécificité du système T2SS (Possot et al., 2000).  
La structure de l’hétérotrimère GspKIJ d’E. coli ETEC a été résolue par la cristallographie 
aux rayons X (Korotkov et al., 2008a). Les sous-unités des pseudopilines forment un 
arrangement triangulaire avec GspK en haut et GspI et GspJ en bas. Les hélices-α N-terminales 
des trois pseudopilines interagissent au centre du trimère (Figure 61) (Korotkov et al., 2008a). 
GspK est probablement située en haut du pseudopilus, son domaine globulaire est placé au 
dessus des pseudopilines GspI et GspJ (Korotkov et al., 2008a). La surproduction de PulK 
(GspK de K. oxytoca) ou XcpX (GspK de P. aeruginosa) diminue l’efficacité de l’assemblage du 
hyper-pseudopilus. Par contre, la délétion du gène xcpX provoque la formation d’hyper-
pseudopili très longs, ce qui suggère que la protéine XcpX joue un rôle dans la régulation de la 
longueur des pili (Durand et al., 2005; Vignon et al., 2003 ). Une analyse récente par 
microscopie à fluorescence a démontré que des mutations dans les gènes pulI et pulJ provoquent 
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la formation du même type d’hyperpseudo-pili, longs et fins, que chez le mutant pulK 
(Cisneros et al., 2011). 
 
Figure 61. Structure de l’hétérotrimère GspKIJ d’E. coli ETEC. 
Les pseudopilines sont représentées par des couleurs différentes : GspK (en bleu foncé) avec son domaine 
soluble (en bleu clair), GspJ (en vert), et GspI (en violet). A) Vue de coté. B) Vue d’en haut 
(Korotkov et al., 2008a ; 3CI0). 
Les études in vitro ont démontré que GspH de P. aeruginosa interagit avec le trimère de 
GspIJK (Douzi et al., 2009). Il a été suggéré que GspI joue un rôle dans l’initiation de 
l’assemblage du pseudopilus (Sauvonnet et al., 2000b). Elle interagit avec GspJ et GspK, ce qui 
est suivi par le recrutement de GspH (Douzi et al., 2009). Il a été démontré que PulI et PulJ 
forment un complexe dans la membrane interne et ils interagissent ensuite avec PulK. Ces 
interactions initialisent l’assemblage du pilus (Cisneros et al., 2011). 
La délétion de toutes les pseudopilines mineures affecte complètement la formation de hyper-
pseudopilus, ce qui démontre leur rôle dans l’initiation de la formation de pilus. Pourtant, 
l’assemblage du pilus après avoir été initialisé, peut se faire sans la présence de ces protéines et 
ne dépend que de la quantité de GspG monomérique (Campos et al., 2013).  
Certaines données suggèrent que la pseudopiline GspH joue un rôle non pas dans l’initiation, 
mais plutôt dans une étape de passage de l’initiation à l’élongation du pilus 
(Cisneros et al., 2012). La présence de GspH est essentielle pour la sécrétion dans les conditions 
physiologiques, pourtant la sécrétion dans le mutant pulH n’est pas réellement affectée dans les 
conditions de surexpression (Cisneros et al., 2012). Il est absent dans le cluster Stt de D. dadantii 
(Ferrandez & Condemine, 2008).  
L’ensemble de ces données a permis de proposer un modèle de biogenèse du pilus (Figure 62). 
Les protéines GspIJK forment un complexe dans la membrane interne grâce à l’interaction de 
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leurs hélices-α N-terminales (Figure 62 A). Ce complexe interagit avec la protéine GspH 
(Figure 62 B). La formation du tétramère GspHIJK et l’interaction avec les composants de la 
membrane interne stimulent le recrutement de la pseudopiline majeure GspG (Figure 62 C) et sa 
polymérisation grâce au fonctionnement et l’action de l’ATPase GspE (Figure 62 D).  
 
Figure 62. Modèle de l’assemblage de pilus.  
A) Les pseudopilines mineures GspIJK forment un complexe dans la membrane interne. (B) Elles 
interagissent avec la pseudopiline GspH. (C) Le tétramère GspIJKH interagit avec les protéines de la 
membrane interne ce qui transmet le signal à l’ATPase GspE. (D) cette interaction provoque le 
recrutement de la pseudopiline majeure GspG et sa multimérisation (Campos et al., 2013).  
VIII.4.4.4 Mécanisme de fonctionnement du pseudopilus.  
La question qui reste à résoudre est de comprendre quel est le mécanisme de fonctionnement 
du pseudopilus. Il n’y a pas d’évidence que les pseudopilus puissent se rétracter, donc, nous 
n’avons pas d’information concernant l'élaboration de cycles d’assemblage/désassemblage. 
Certains systèmes de T4P assurent aussi la sécrétion de protéines, par exemple, le système TCP 
(toxine co-régulée avec pilus) chez V. cholerae, qui secrète le facteur de colonisation TcpF 
(Kirn et al., 2003). Ce système ne possède pas d’ATPase de rétraction ce qui suggère que la 
rétraction de pilus n’est pas indispensable pour la sécrétion. L’absence de l’ATPase de T2SS 
pourrait provoquer la dégradation de hyper-pseudopilus (Durand et al., 2005). Il a été proposé 
que ce soit la protéine GspK qui provoque la dégradation des filaments formés par GspG 
(Durand et al., 2005). De plus, les pseudopilines peuvent être plus sensibles aux dégradations 
que les pili de T4P, car leur boucle à l’extrémité C-terminale est moins stable. Egalement, le 
changement de la concentration de Ca+2 peut jouer un rôle majeur dans l’intégrité des sous-unités 
(Korotkov et al., 2009b). Actuellement, il existe deux modèles de fonctionnement du 
pseudopilus : le modèle de type « piston » et le modèle « vis d'Archimède » (Nunn, 1999).  
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Le modèle de type « piston » semble être le plus probable (Figure 63). Il suppose que le 
substrat de sécrétion (A) interagisse avec les pseudopilines mineures GspHIJK (Figure 63 A). 
L’élongation du pilus grâce à la polymérisation de GspG (Figure 63 B) pousse le substrat à 
travers le pore formé par la sécrétine dans la membrane externe (Figure 63 C) jusqu’à sa 
libération dans le milieu extracellulaire (Figure 63 D).  
 
Figure 63. Modèle du fonctionnement du pseudopilus par le principe du piston. 
 
Ce modèle est cohérent avec les données obtenues par la résonance des plasmons de surface 
chez P. aeruginosa (Douzi et al., 2011). Notamment, il a été démontré que les pseudopilines 
mineures XcpU (GspH), XcpV (GspI), XcpW (GspJ) et XcpX (GspK) interagissent avec le 
substrat spécifique du système, la protéine LasB, et n’interagissent pas avec le substrat d’un 
autre T2SS de P. aeruginosa, Hxc.  
Le problème de ce modèle de fonctionnement est qu’il n’existe aucune évidence de la 
rétraction du pilus de T2SS, ce qui est nécessaire pour réinitialiser le système et charger un autre 
substrat à secréter. Dans le T4P, la fonction de désassemblage du pilus est assurée par l’ATPase 
de rétraction. Il a été proposé que le pseudopilus de T2SS puisse être dégradé ou désassemblé 
après la fin de cycle de sécrétion et que la pseudopiline GspK puisse catalyser cette dégradation 
(Durand et al., 2005).  
Il existe un autre modèle du fonctionnement de pseudopilus du T2SS par le principe de la vis 




Figure 64. Modèle du fonctionnement du pseudopilus par le principe de la vis d'Archimède. 
 
Ce modèle propose la reconnaissance du substrat à sécréter par la base du pseudopilus, ce qui 
suggère que des monomères de la pseudopiline majeure GspG pourraient former la surface 
d’interaction (Figure 64 ; Campos et al., 2013). La polymérisation du pilus est couplée avec sa 
rotation ce qui permet la propulsion du substrat à travers le pore de la sécrétine. Par contre, peu 
de données expérimentales soutiennent ce type du fonctionnement. Effectivement, l’interaction 
entre le substrat PulA avec le pilus formé par PulG a été mis en évidence chez K. oxytoca 
(Vignon et al., 2003). D’un côté, les données génétiques montrent que la pseudopiline majeure 
GspG peut être échangée entre les espèces D. dadantii, V. cholerae et K. oxytoca 
(Campos et al., 2013). D’un autre côté, cet échange n’est pas possible chez les espèces plus 
éloignées. Pour le moment, le modèle le plus probable semble donc être le modèle du 
fonctionnement par le principe du piston. 
Les données génétiques ont démontré l’interaction entre la pseudopiline majeure GspG et 
l’ATPase GspE (Kagame et al., 1998). Les études biochimiques et de pontage ont permis de 
mettre en évidence l’interaction de la protéine de la membrane GspL avec la pseudopiline 
majeure GspG (Gray et al., 2011) et la pseudopiline mineure GspJ (Douet et al., 2004). La 
protéine GspE est ancrée dans la membrane interne grâce à l’interaction avec la protéine GspL. Il 
a été proposé que la protéine GspL joue le rôle principal dans la transmission de l’énergie pour 
l’assemblage du pilus. Une autre protéine importante pour la sécrétion et la formation de 
pseudopilus est GspF (Durand et al., 2005). 
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VIII.4.5. L’ATPase GspE : le fournisseur d’énergie de T2SS. 
VIII.4.5.1. Description générale. 
Comme on l'a déjà évoqué, les systèmes T2SS et T4P partagent certaines similarités au niveau 
de leur architecture et du fonctionnement suggérant une origine commune. Cependant, ces 
systèmes possèdent quelques différences notables. Premièrement, les pili de type IV sont 
composés d’environ mille sous-unités de piline, qui forment des structures bien exposées au 
milieu extracellulaire. Par contre, le pseudopilus de T2SS serait composé de cinq à vingt 
monomères de pseudopiline majeure GspG (Köhler et al., 2004) et, dans les conditions 
physiologiques, il ne dépasse pas du périplasme. Deuxièmement, la majorité des machineries de 
T4P possèdent deux ou même trois ATPases : une ATPase d’assemblage et une ou deux 
ATPases de désassemblage du pilus (Craig & Li, 2008 ; Giltner et al., 2012). Les machineries de 
T2SS ne possèdent plus souvent qu’une seule ATPase : GspE. Une deuxième ATPase GspA 
n’est présente que dans certains T2SS.  
GspE est une protéine de la famille des ATPases AAA (Peabody et al., 2003). Presque toutes 
les ATPases de T2SS possèdent trois régions : deux domaines N-terminaux (N1D et N2D) et le 
domaine C-terminal (CTD) (Figure 65). Chez certains espèces, l’ATPase possède un domaine 
supplémentaire, N0 (Chen et al., 2005). Le domaine C-terminal CTD est composé de trois 
sous-domaines : le domaine de liaison au nucléotide (C1D), le domaine hélicoïdal (C2D) et le 
domaine de fixation aux métaux (CMD) (Figure 65). Le domaine CMD possède un motif à 
quatre cystéines nécessaire à la fixation d’un ion de zinc (Camberg et al., 2007 ; 
Robien et al., 2003). L’ATPase d’assemblage de T4P a le même type d’organisation, par contre, 
l’ATPase de rétraction de T4P ne possède pas de domaine N1D ni CMD (Figure 65). 
Le domaine C1D de GspE possède deux motifs de Walker, A et B et les boîtes His et Asp, qui 
sont essentielles à la sécrétion (Possot et al., 1994; Camberg et al., 2005; Sandkvist et al., 1995 ; 
Turner et al., 1993; Py et al., 1999). Le motif Walker A possède une boucle riche en prolines et 
le site de fixation au nucléotide. Les mutations dans le motif Walker A de GspE de 
P. aeruginosa, V. cholerae, D. dadantii ou K. oxytoca arrêtent complètement la sécrétion, ce qui 
suggère que ce motif joue un rôle essentiel pour la fixation de l’ATP et pour le fonctionnement 
du système (Possot et al., 1994 ; Turner et al., 1993 ; Py et al., 1999 ; Sandkvist et al., 1995). Par 




Figure 65. Représentation schématique de la structure des ATPases de la famille AAA.  
L’ATPase GspE de T2SS de V. cholerae ; l’ATPase de l’assemblage de T4P de Thermus thermophilus ; 
PilTPa, l’ATPase de rétraction de T4P de P. aeruginosa ; PilTAa, l’ATPase de rétraction de T4P de 
Aquifex aeolicus ; GspE2, une de trois ATPases de l’archée Archaeo globusfulgidus et FlaI, l’ATPase de 
Sulfolobus acidocaldarius. Les domaines homologues sont représentés par la même couleur et avec le 
pourcentage d’identité de séquence (Lu et al., 2013).  
L’ATPase du T2SS possède trois motifs supplémentaires spécifiques à ce type d’ATPases: 
1) une «boîte Asp» située entre les deux motifs Walker A et Walker B, et composé de deux 
régions riches en acide aspartique. Cette région peut être impliquée dans la fixation de Mg2+ et 
jouer un rôle de stabilisation du site de fixation au NTP. 2) une «boîte His » composée de deux 
résidus de histidine et située à coté du motif Walker B avec un rôle inconnu. 3) un motif 
composé de 4 cystéines impliquées dans la fixation de Zn2+. Le même motif de fixation de Zn2+ 
est présent dans la protéine PilB, l’ATPase d’assemblage du système T4P (Camberg et al., 2005). 
La structure cristalline d’EpsE (GspE de V. cholerae) sans le domaine N1 a été résolue sous la 
forme d’un complexe avec l’ATP (Figure 66) (Robien et al., 2003 ; 1P9W). Dans la structure, le 
domaine N2 forme une large interface d’interaction avec les domaines C1 et CM (Figure 66 A). 
 
Figure 66. Structure d’EpsE de V. cholerae. 
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A) Représentation spatiale. B) Structures secondaires correspondant à chaque domaine. Les domaines 
sont représentés par une couleur différente : N2 en bleu clair, C1 en bleu foncé, C2 en vert et CM en jaune. 
Le linker situé entre les domaines N2 et C1 est représenté en blanc (Robien et al., 2003). 
Des expériences de co-purification (pull down) ont démontré que les deux domaines, 
N-terminal et C-terminal, de XpsE interagissent en présence d’un analogue de l’ATP 
(Shiue et al., 2007). Le sous-domaine N2 du domaine N-terminal de XpsE bloque l’activité 
l’ATPasique du domaine C-terminal. La mutation de résidu R286, situé dans le domaine 
C-terminal affecte l’interaction entre ces deux domaines, ce qui aboutit à une activité 
l’ATPasique constante et élevée. De plus, il a été démontré que la protéine GspE change sa 
conformation en présence de GspL (Py et al., 1999 ; Shiue et al., 2007) (Figure 67). Il a été 
proposé que ce changement conformationnel puisse se produire seulement lorsque le motif 
Walker A est intact. 
 
Figure 67. Changement conformationnel de XpsE provoqué par la fixation de l’ATP ou de XpsL. 
Le domaine N est représenté par deux formes différentes qui correspondent à deux conformations, avant 
et après la fixation de l’ATP : 1) par un rectangle, pour l’état sans ATP et 2) par un ovale, pour l’état avec 
l’ATP. Le domaine C est représenté par deux cercles qui correspondent aux deux sous domaines. Les 
deux domaines C et N sont connectés par un linker flexible (Shiue et al., 2007). 
VIII.4.5.2. Multimérisation de GspE.  
Il a été démontré que la protéine tronquée GspE sans le domaine N1D est capable de former 
des filaments d’une symétrie de 61 (Robien et al., 2003), ce qui peut indiquer la nature  
oligomérique de cette protéine. La formation des hexamères en présence des nucléotides a été 
aussi suggérée pour la protéine XpsE (GspE de X. campestris) (Shiue et al., 2007). La formation 
des hexamères a été mise en évidence pour l’ATPase de rétraction PilT de T4P et l’ATPase de 
flagelle chez les archées (Misic et al., 2005 ; Yamagata & Tainer, 2007 ; Satyshur et al., 2007 ; 
Patrick et al., 2011). L’ATPase PilT du T4P de P. aeruginosa a été aussi caractérisée sous la 
forme d’un hexamère (Misic et al., 2010 ; Satyshur et al., 2007).  
Très récemment, la structure d’EpsE fusionnée à Hcp1 (Heme carrier protein 1) a été résolue 
par la cristallographie aux rayons X (Lu et al., 2013). L’activité enzymatique de la forme 
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hexamérique d’EpsE est vingt fois supérieure à celui du monomère. Cette étude a permis de 
caractériser deux structures différentes ayant chacune une symétrie proche de C6 (Figure 68 A) et 
C2 (Figure 68 B).  
 
Figure 68. Structures cristallines des hexamères GspE∆N1-Hcp1. 
A) Structure de GspE∆N1-6aa-Hcp1 avec un type de symétrie quasi C6. B) Structure de 
GspE∆N1-86aa-Hcp1 avec un type de symétrie C2. Chaque monomère est représenté par une couleur 
différente (Lu et al., 2013).  
L’oligomérisation de GspE et son activité ATPasique sont fortement augmentées en présence 
du domaine cytoplasmique de GspL et des phospholipides acides (Camberg et al., 2007). 
Cependant, l’oligomérisation de GspE et son interaction avec GspL sont dépendantes de la 
fixation, mais pas de l’hydrolyse de l’ATP (Shiue et al., 2006). Il a été suggéré que les 
changements conformationnels de GspE provoqués par l’hydrolyse d’ATP favorisent des 
changements de conformation du pilus (Figure 69).  
Bien que certaines ATPases hexamériques de la famille AAA, soient connues pour fournir 
l’énergie nécessaire à la rotation (dans le cas du flagelle chez les archées), dans le cas du T2SS 





Figure 69. Modèle de sécrétion par T2SS impliquant l’ATPase.  
Les cercles noirs représentent les molécules de l’ATP (Shiue et al., 2006). 
VIII.4.6. La protéine GspF. 
GspF est une protéine polytopique de la membrane interne. Elle possède une petite boucle 
périplasmique et deux grands domaines cytoplasmiques connectés aux trois segments 
transmembranaires. L’extrémité N-terminale est localisée dans le cytoplasme et l’extrémité C-
terminale est exposée dans le périplasme (Thomas et al., 1997; Arts et al., 2007) (Figure 70). 
 
Figure 70. Organisation de GspF.  
La structure d’un des trois domaines cytoplasmiques d’EpsF a été résolue chez V. cholerae (3C1Q). Les 
domaines 1 et 2 sont représentés par les cercles (d’après Korotkov et al., 2012). 
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Des expériences de double hybride levure ont démontré que le domaine cytoplasmique 
N-terminal de GspF interagit avec l’ATPase GspE et avec le domaine cytoplasmique de GspL. 
La présence de GspL est nécessaire pour la formation du complexe GspE-GspF, par contre, la 
formation du complexe GspE-GspL est indépendante de GspF (Py et al., 2001). Ces données 
suggèrent que la protéine GspE interagit d’abord avec GspL, et par la suite, ce complexe va 
interagir avec GspF. La protéine XcpS (GspF de P. aeruginosa) est instable en absence des 
autres composants de T2SS, pourtant elle devient plus stable en présence de XcpR (GspE) et 
XcpY (GspL). La boucle cytoplasmique localisée à l’extrémité C-terminale de XcpS (GspF) a 
été proposé comme un site d’interaction avec XcpR (GspE) et XcpY (GspL). La présence de cet 
élément est indispensable pour la stabilité du complexe de la membrane interne 
(Arts et al., 2007). La construction des protéines hybrides entre GspF de P. aeruginosa et 
P. putida ont confirmé que l’interaction avec les composants du T2SS s’effectue via les 
domaines cytoplasmiques de GspF (Arts et al., 2007). 
La structure du domaine cytoplasmique N-terminal d’EpsF de V. cholerae (cyto-EpsF) a été 
résolue (Abendroth et al., 2009). Ce domaine est composé de six hélices-α organisées en deux 
feuillets (Figure 71). Deux molécules de cyto-EpsF forment un dimère contenant deux sites de 
fixation de calcium. Les études de pontage chimique in vivo ont confirmé la formation de dimère 
par EpsF (Abendroth et al., 2009).  
 
Figure 71. Dimère formé par deux domaines cytoplasmiques d’EpsF (cyto-EpsF) de V. cholerae.  
Chaque domaine est composé de 6 hélices α en deux feuillets, les ions calcium situés à l’interface sont 
représentés en vert (Abendroth et al., 2009).  
106 
 
VIII.4.7. La protéine GspL. 
VIII.4.7.1. Description générale 
La protéine GspL est une protéine bitopique de la membrane interne. Elle est composée de 
trois domaines : le domaine cytoplasmique, un segment transmembranaire et le domaine 
périplasmique (Bleves et al., 1996) (Figure 72).  
 
Figure 72. Représentation de GspL.  
Structure du domaine périplasmique d’EpsL (GspL de Vibrio parahaemolyticus, 2W7V), du complexe du 
domaine cytoplasmique d’EpsL et le domaine N1 de l’EpsE (en rouge) de V. cholerae (2BH1) (d’après 
Korotkov et al., 2012).  
Les structures des domaines cytoplasmique et périplasmique d’EpsL de V. cholerae ont été 
résolues (Abendroth et al., 2004 ; Abendroth et al., 2009) La partie cytoplasmique est composée 
de sous-domaines I, II, et III. Il a été démontré que les sous-domaines II et III interagissent avec 
la partie N-terminale de GspE (Abendroth et al., 2005) (Figure 73).  
La structure du domaine cytoplasmique de GspL possède une similarité avec celle de 
l’ATPase de type actine (Abendroth et al., 2004). Cependant, GspL ne possède pas de site de 
fixation de l’ATP. Par contre, l’homologue de GspL dans le système T4P, la protéine PilM, 




Figure 73. Structure cristallographique du domaine cytoplasmique d’EspL (GspL de 
V. cholerae).  
A) Le domaine cytoplasmique d’EpsL est composé de trois sous-domaines I (en bleu), II (en jaune) et III 
(en rouge). B) Structure du dimère formé par les domaines cytoplasmiques. L’interface se fait grâce à 
l’interaction des brins βC. Les lignes pointillées vertes représentent la continuation de l’hélice α qui est 
insérée dans la membrane interne (Abendroth et al., 2004). 
Les sous-domaines I et III d’EspL présentent une grande similarité structurale avec les 
domaines 2A et 1A des protéines de liaison à l’ATP de type actine comme ParM. Par contre, ce 
domaine de GspL n’est pas capable de former des filaments, parce qu’il ne possède pas de 
domaines nécessaires à la polymérisation.  
Le sous-domaine II d’EspL présente une similarité de structure avec le domaine 1C de la 
protéine FtsA (Abendroth et al., 2004). FtsA est impliquée dans le recrutement des autres 
protéines pendant le processus de division cellulaire (Rico et al., 2004). L’homologie de 
séquence et la structure du domaine 1C de FtsA et du sous-domaine II d’EpsL suggèrent que ce 
dernier, lui aussi, pourrait être impliqué dans les interactions protéine-protéine.  
VIII.4.7.2. Le domaine cytoplasmique de GspL.  
La formation d’un dimère par GspL a été premièrement suggérée par les expériences de 
filtration sur gel (GspL de V. cholerae) (Sandkvist et al., 1999). Les études réalisées par le 
double-hybride levure ont mis en évidence la dimérisation de la région cytoplasmique d’OutL 
(GspL de D. dadantii) (Py et al., 1999). Plus tard, la structure du dimère formé par les domaines 
cytoplasmiques d’EpsL a été résolue (Abendroth et al., 2004) (Figure 74 B). L’interface du 
dimère est formée par l’interaction des brins βC des sous-domaines I (Figure 74 B).  
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Ensuite, la structure du domaine cytoplasmique d’EpsL a été résolue en complexe avec la 
partie cytoplasmique d’EpsE (Abendroth et al., 2005) (Figure 74). Dans cette structure, la 
majorité de l’interface EpsL/E est constituée du sous-domaine II d’EpsL (Figure 74 A et B). 
 
Figure 74. Interactions entre le domaine N1 d’EpsE et la partie cytoplasmique d’EpsL.  
A) Structure du complexe. Le domaine N1 d’EpsE est représenté en violet et vert. Les trois 
sous-domaines de cyto-EpsL sont représentés par des couleurs différentes : le sous-domaine I en bleu, le 
sous-domaine II en jaune et le sous-domaine III en rouge. Les résidus impliqués dans l’interaction 
N1-EpsE sont situés dans l’hélice-α2 et α1 et le brin βC. Les résidus de cyto-EpsL impliqués dans la 
formation du complexe appartiennent aux sous-domaines II et III. B) La représentation de l’interface 
entre N1-EpsE et cyto-EpsL. Le domaine N1 d’EpsE est représenté séparément avec un changement 
d’orientation à 180º. La partie cytoplasmique d’EpsL est représentée en jaune. Les contacts hydrophobes 
sont représentés en vert et les contacts polaires en bleu (Abendroth et al., 2005).  
VIII.4.7.3. Le domaine périplasmique de GspL  
La structure de la région périplasmique de GspL a été résolue par la cristallographie aux 
rayons X (Abendroth et al., 2009a). Il a été démontré par la technique de double-hybride levure 
que cette région est capable de se dimériser (Py et al., 1999 ; Py et al., 2001 ; Douet et al., 2004). 
Plus récemment, cette région a été cristallisée sous la forme d’un dimère 
(Abendroth et al., 2009a) (Figure 75).  
Le domaine périplasmique a un repliement atypique de type ferrédoxine, car il est représenté 
par deux sous-domaines composés chacun d’une suite de αββ, en comparaison avec βαβ dans le 





Figure 75. Structure de dimère du domaine périplasmique d’EspL de Vibrio parahaemolyticus.  
Le site d’interaction dans le dimère cristallin de EpsLper est présenté par des résidus hydrophobes, dont 
cinq situés dans le brin βA et trois, dans l’hélice α1. Ces résidus sont fortement conservés chez les 
différentes protéines GspL (Abendroth et al., 2009a).  
VIII.4.8. La protéine GspM 
GspM est aussi une protéine bitopique de la membrane interne (Bleves et al., 1996) mais, en 
différence de GspL, son segment cytoplasmique est très court (Figure 76).  
 
Figure 76. Représentation de GspM.  
La structure du domaine périplasmique est représentée par la structure d’EpsM (GspM de V. cholerae, 
1UV7) (d’après Korotkov et al., 2012). 
Des expériences de filtration sur gel ont démontré que la protéine EpsM (GspM de 
V. cholerae) se comporte comme un monomère contrairement au EpsL (Sandkvist et al.,1999). 
Cependant, l’homodimérisation de la région périplasmique d’OutM (GspL de D. dadantii) a été 
détectée par la technique de double-hybride levure (Py et al., 1999 ; Douet et al., 2004). La 
structure de la partie C-terminale de cette région d’EpsM a été résolue (Abendroth et al., 2004). 
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Les formes dimériques ont été retrouvées dans les mailles des cristaux. Chaque monomère est 
composé de quatre brins β et deux hélices α, structurées comme dans le domaine de type 
ferrédoxine dans le cas de GspL (Figure 77 A et B). Les structures des dimères formés par les 
régions périplasmiques d’EpsL et EpsM peuvent être superposées avec un RMSD de 2,1 Å, 
tandis que ces régions ne possèdent que 18 % d’identité au niveau des séquences 
(Abendroth et al., 2009).  
 
Figure 77. Comparaison de dimères formés par les domaines périplasmiques d’EpsL et EpsM.  
Par contre, les sites de contact entre les monomères sont différents dans les cas d’EpsL et 
EpsM (Figure 77 A et B). L’interface du dimère dans le cas d’EpsM est formée par les hélices α2 
(Figure 77B) et celle d’EpsL par les brins βA et l’hélice α1.  
Il a été démontré que GspM est nécessaire à la stabilité de GspL, car la quantité de GspL est 
directement dépendante de celle de GspM (Michel et al., 1998). Dans la structure du dimère 
d’EpsM, une densité est présente dans l’interface qui connecte les deux monomères, ce qui peut 
constituer un site d’interaction potentiel avec un partenaire externe.  
VIII.4.9. Les interactions entre les protéines de la membrane interne.  
Plusieurs études ont démontré des interactions directes entre GspL et GspM 
(Michel et al., 1998 ; Sandkvist et al., 1999 ? Lee et al., 2004, Py et al., 2001). Les mêmes 
conclusions ont été tirées des études réalisées sur les homologues de ces protéines dans le T4P 
(Sampaleanu et al., 2009). 
Les études réalisées chez P. aeruginosa ont démontré que trois zones distinctes de la région 
périplasmique de GspM sont importantes pour l’interaction avec GspL (Robert et al., 2002). Il a 
aussi été démontré que la présence de GspC peut influencer les interactions entre GspL et GspM 
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(Robert et al., 2002). Par exemple, chez X. campestris, GspL se dissocie plus vite du complexe 
GspL/GspM que du complexe GspC/GspL/GspM (Tsai et al., 2002). De plus, la co-
immunoprécipitation de GspL, GspC et GspE avec les anticorps dirigés contre GspM a confirmé 
l’existence du complexe entre ces quatre protéines (GspM/L/C/E) de la membrane interne 
(Possot et al., 2000).  
Les données obtenues dans les études avec des protéines purifiées montrent la similarité des 
domaines périplasmiques de type de ferrédoxine (Abendroth et al., 2009). Les expériences de 
double hybride chez la levure ont démontré que les interactions GspM-GspM et GspL-L sont 
moins fortes que les interactions GspL-GspM (Py et al., 2001). De même, dans le système T4P, 
l’hétérodimérisation des protéines homologues, PilN (GspLpér) et PilO (GspM) est préférable à 
leur homodimérisation (Sampaleanu et al., 2009).  
Un modèle d’organisation des composants de T2SS de la membrane interne a été proposé à la 
base des données structurales de GspE ; GspL et GspM et des interactions entre leurs domaines 
mises en évidence (Abendroth et al., 2009) (Figure 78). 
 
Figure 78. Modèle de l’organisation des composants GspE, GspL et GspM.  
La protéine GspL est représentée en vert, GspE en violet et GspM en jaune. Vue de haut du côté du 
périplasme (Abendroth et al., 2009).  
De plus, une interaction entre GspL et la pseudopiline mineure GspJ a été démontrée par la 
technique de double-hybride levure (Douet et al., 2004). La technique de pontage chimique  in 
vivo a permis de démontrer une interaction directe entre GspL et la pseudopiline majeure GspG 
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(Gray et al., 2011). Ces données suggèrent que GspL joue un rôle de connecteur entre l’ATPase 
et les pseudopilines et peut transmettre l’énergie nécessaire à la sécrétion des substrats. 
VIII.5. Les protéines sécrétées par le T2SS.  
Ces dernières années, beaucoup de données structurales et fonctionnelles ont été collectées sur 
l’assemblage et l’architecture du T2SS. Cependant, le mode d’organisation et de fonctionnement 
de cette machine n’est pas toujours clair. Notamment, la question principale qui reste à résoudre 
concerne le mécanisme de recrutement des protéines à sécréter par la machinerie du T2SS : 
comment ces protéines sont elles reconnues et quels sont les composants du système impliqués 
dans cette reconnaissance ?  
Le processus de sécrétion par le T2SS se fait en deux étapes : premièrement les protéines 
traversent la membrane interne soit par la voie Sec soit par la voie Tat (Voulhoux et al., 2001). 
La séquence signal est clivée et les substrats du T2SS se trouvent dans le périplasme 
(Hirst & Holmgren, 1987). Les protéines exportées dans le périplasme par le translocon Tat sont 
déjà dans un état replié, tandis que les substrats du T2SS qui passent par le tranlocon Sec doivent 
se replier avant être prises en charge par la machinerie de type II. L’étape périplasmique de la 
sécrétion serait d’une durée très courte. Cela a été démontré grâce à l’utilisation de la protéine 
hybride constituée de l’élastase et la colicine A (Voulhoux et al., 2001). Dans ces expériences, la 
protéine hybride a été secrétée si vite que la colicine n’avait pas le temps de s’insérer dans la 
membrane et causer un effet toxique. 
Lors de cette étape périplasmique, les substrats du T2SS se trouvent dans le périplasme parmi 
de nombreuses protéines périplasmiques ainsi que des protéines dirigées vers la membrane 
externe. Il doit donc exister un mécanisme très fin pour assurer la reconnaissance des substrats 
par le T2SS et les distinguer des protéines résidentielles du périplasme. Actuellement, il existe 
un certain nombre d’informations concernant le mécanisme possible d’une telle reconnaissance.  
VIII.5.1. Spécificité de sécrétion par le T2SS. 
Le T2SS est largement répandu et ces composants sont relativement bien conservés chez les 
bactéries à Gram négatif, il assure la sécrétion d’un large spectre de substrats, parmi lesquels des 
toxines et des enzymes lytiques. Une des premières questions est : « Le T2SS, est-il capable de 
secréter les protéines hétérologues ? ». Des travaux réalisés ont démontré que le T2SS possède 
une spécificité remarquable. Par exemple, les deux cellulases, Cel5 (EGZ) de D. dadantii et 
CelV de P. carotovorum, possèdent 40 % d’identité mais elles ne peuvent être secrétées que par 
leur propre T2SSs (Chapon et al., 2000). De même pour les pectate lyases PelI de D. dadantii et 
Pel3 de P. carotovorum qui partagent 67 % d’identité (Bouley et al., 2001). Cependant, il a été 
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démontré que la sécrétion hétérologue est possible entre des espèces proches. Par exemple, la 
lipase de Burkholderia glumae est secrétée par le T2SS de P. aeruginosa (Frenken et al., 1993a; 
Frenken et al., 1993b) et l’aérolysine d’A. hydrophila est secrétée par le T2SS de Vibrio 
(Wong et al., 1990). De même, la lipase de P. alcaligenes est secrétée par le T2SS de 
P. aeruginosa (Gerritse et al., 1990) et l’elastase de P. aeruginosa est secrétée par le T2SS de 
P. alcaligenes (de Groot et al., 2001). 
Par ailleurs, le spectre des substrats secrétés par un T2SS donné peut être très large. Les 
substrats des T2SSs sont en général des enzymes hydrolytiques : des protéases ; des lipases, des 
phosphatases et des toxines. La quantité des substrats sécrétés par un T2SS varie entre une seule 
protéine (par exemple, la pullulanase de K. oxytoca) ; ou 15 protéines chez P. aeruginosa, 
P. carotovorum ou encore jusqu’à 20 protéines et plus chez V. cholerae (Sikora et al., 2011) et 
L. pneumophila. Par exemple, le T2SS de P. aeruginosa assure la sécrétion d’une lipase, une 
élastase, une phosphatase alcaline, une phospholipase et l’exotoxine A (Martinez et al., 1999). 
Chez V. cholerae le T2SS était connu pour sécréter une lipase, une chitinase, la toxine cholérique, 
une hémagglutinine protéase et GbpA. Récemment, 16 nouveaux substrats ont été identifiés, y 
compris une sialidase, deux aminopeptidases, le cytolysine, trois protéases à serine etc 
(Sikora et al., 2011). Chez D. dadantii, plusieurs enzymes dégradant la paroi végétale sont 
secrétées par le T2SS appelé Out : 
? une pectine méthylestérase PemA (Laurent et al., 1993) 
? une pectine acétylestérase PaeY (Shevchik & Hugouvieux-Cotte-Pattat, 1997) 
? une polygalacturonase PehN (Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 2002) 
? une rhamnogalacturonate lyase RhiE (Laatu & Condemine, 2003) 
? une cellulase Cel5 (ou CelZ) (Zhou et al., 1999), 
? neuf endo-pectate lyases ayant des propriétés enzymatiques et le repliements différents, 
PelA, PelB, PelC, PelD, PelE, PelI, PelL, PelN et PelZ 
(Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 2014), 
? une estérase FaeD et une protéine de type Avr, AvrL (Kazemi-Pour et al., 2004) 
Souvent, les diverses protéines sécrétées par le même T2SS ne présentent que peu ou pas de 
similarités notables dans leurs séquences et structures. Cependant, ces protéines doivent 
comporter au moins un motif de sécrétion commun leur permettant d’être reconnues par ce T2SS. 
Plusieurs études ont été menées pour identifier ce motif. L’hypothèse actuelle stipule que les 
protéines ne peuvent être reconnues et secrétées par le T2SS que sous une forme repliée. 
Une hypothèse : les substrats sont pris en charge par le T2SS sous une forme repliée.  
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Premièrement, des alignements des séquences de différentes protéines secrétées par le même 
T2SS n’ont pas permis de retrouver une séquence-consensus commune. Ceci peut indiquer que 
des résidus situés loin l’un de l’autre dans la séquence linéaire peuvent faire partie du même 
motif de sécrétion dans la forme repliée de la protéine à secréter. Les études effectuées chez de 
nombreuses bactéries ont permis de conforter cette hypothèse. 
Première preuve : la formation des ponts disulfure avant la sécrétion.  
Les études réalisées avec la cellulase et les pectate lyases de D. dadantii ainsi que la 
pullulanase de K. oxytoca ont démonté que la formation de ponts disulfure est une condition 
préalable à la sécrétion (Pugsley et al., 1993 ; Bortoli-German et al., 1994). Les ponts disulfure 
se forment dans le périplasme avec l’aide d’un système spécialisé incluant les disulfure 
isomérases périplasmiques DsbA et DsbC (Shevchik et al., 1995 ; Urban et al., 2011 ; 
Braun et al., 2001). La formation des ponts disulfure dans les pectate lyases de D. dadantii est 
indispensable à leur repliement, d’où l’importance de ce système pour la sécrétion. Il a été aussi 
proposé que la formation des ponts disulfure soit directement liée à la reconnaissance du substrat 
par le T2SS. Cependant, cette hypothèse a été écartée, car plusieurs substrats, y compris la 
cellulase CelV secrétée par le T2SS de P. carotovorum et RhiE de D. dadantii ne possèdent 
aucun pont disulfure (Cooper et al., 1993 ; Laatu & Condemine, 2003). De plus, la pullulanase 
mutée qui ne possède plus de cystéines est secrétée efficacement (Sauvonnet & Pugsley, 1998). 
La présence de DsbA est importante pour la sécrétion de lipase par le T2SS de P. aeruginosa 
(Liebeton et al., 2001). La formation des ponts disulfure a été étudiée plus en détail chez 
P. aeruginosa (Braun et al., 2001) (Figure 79).  
L’élastase est synthétisée sous la forme d’une pré-protéine avec la séquence signal Sec 
clivable (étape 1). Les ponts disulfures ne peuvent pas se former dans le cytoplasme et la 
protéine passe par la voie Sec sous une forme non repliée (étape 2). La formation des ponts 
disulfure est catalysée par DsbA. Il a été démontré que les deux ponts disulfure de l’élastase sont 
formés successivement. Un pont disulfure à l’extrémité C-terminale de la protéine est formé 
quand le substrat est encore sous une forme de la pré-élastase (étape 3). La formation de ce pont 
disulfure est indispensable à l’activité auto-protéolytique (étape 4). La formation du deuxième 
pont disulfure à l’extrémité N-terminale s’effectue après le clivage de la pré-protéine en 
pro-peptide et l’élastase (étape 5). Le pro-peptide reste en interaction avec l’élastase de manière 
non covalente et ce complexe est ensuite pris en charge par le T2SS (étape 6). Ce complexe va se 




Figure 79. Modèle de sécrétion de l’élastase chez P. aeruginosa incluant la formation des ponts 
disulfure. 
L’élastase est représentée par deux sous-unités : P (propeptide) et E (élastase maturée) 
(Braun et al., 2001). 
Cet exemple montre la complexité du processus qui peut avoir lieu lors de l’étape 
périplasmique de sécrétion par le T2SS. De plus, le repliement de l’élastase semble être 
dépendant de la présence d’un pro-peptide, qui peut être considéré comme un chaperon 
(Braun et al., 1996). Le repliement correct et la sécrétion des lipases chez Pseudomonas sont 
dépendants des protéines Lif (Frenken et al., 1993). Les autres études proposent l’implication de 
la protéine PlcR pour l’activité de la phospholipase C chez P. aeruginosa 
(Cota-Gomez et al., 1997).  
Dans le cas de la cellulase Cel5 de D. dadantii, la mutation d’au moins une cystéine abolie 
complètement sa sécrétion (Bortoli-German et al., 1994). Il est possible que la formation de 
ponts disulfure stabilise la structure du substrat sous une forme compatible avec sa 
reconnaissance par le système. Ainsi, l’importance de ponts disulfure, dépend de la stabilité de la 
protéine en leur absence (Filloux et al., 2004). Dans ce cas, le motif devrait être très sensible aux 
changements dans la structure de la protéine. Cette idée est cohérente avec les données obtenues 
chez D. dadantii, car même des changements minimes dans la structure de la cellulase Cel5 
arrêtent la sécrétion de cette protéine (Py et al., 1993). Chez A. salmonicida, la substitution d’un 
seul résidu W227 abolit la sécrétion de l’aérolysine (Wong et al., 1991).  
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Deuxième preuve : l’assemblage des substrats multimériques s’effectue avant la 
sécrétion.  
Il existe des substrats de T2SS qui sont multimériques, par exemple, la toxine cholérique CT 
AB5 de V. cholerae et la toxine LT (heat-lable enterotoxin) secrétée par E. coli (Spangler, 1992). 
Les structures cristallines de ces toxines montrent qu’elles sont composées d’un anneau de cinq 
sous-unités B de 11,6 kDa chacune et d’une sous-unité A de 28 kDa (Sixma et al., 2001 ; 
Zhang et al., 1995). La partie pentamérique B5 des deux toxines est responsable de la fixation sur 
le ganglioside des cellules intestinales (Merritt et al., 1994). Les mécanismes de production et 
d’assemblage des toxines CT et LT ont été étudiées en détails. Premièrement, chaque sous-unité 
est produite sous la forme d’un précurseur, qui est ensuite exporté par la voie Sec grâce à sa 
séquence signal N-terminale clivable. Une fois exportées dans le périplasme, les sous-unités vont 
être assemblées dans le complexe multimérique AB5 grâce à la formation de ponts disulfure par 
la disulfure isomérase DsbA (Hirst & Holmgren, 1987b ; Peek et al., 1992 ; Yu et al., 1992). 
Seul le complexe assemblé sous la forme AB5 peut être pris en charge et sécrété par la 
machinerie de type II. Il a été proposé que les sous-unités B portent les informations nécessaires 
à la sécrétion par le T2SS tandis que la sous-unité A ne semble pas être impliquée dans la 
reconnaissance. 
L’ensemble de ces données ont confirmé l’hypothèse que des substrats de T2SS sont reconnus 
et sécrétés sous une forme repliée.  
VIII.5.2. Quel est le motif de la sécrétion ?  
Des données intéressantes ont été obtenues pour la cellulase Cel5. Cette protéine adopte une 
conformation compatible avec la sécrétion, dans laquelle le domaine de fixation de la cellulose et 
le domaine catalytique interagissent entre eux (Chapon et al., 2000). Après la sécrétion, la 
protéine change l’organisation de ses domaines pour pouvoir interagir avec la cellulose. Ces 
données permettent d’imaginer que la structure du substrat reconnu par le T2SS peut être 
différente de la structure de la protéine mature et active. 
Chez K. oxytoca, la présence de deux régions distinctes de PulA, A et B, est nécessaire à la 
sécrétion des protéines hybrides PulA-BlaM et PulA-CelZ (Sauvonnet et al., 1996). Ces deux 
régions peuvent former ensemble un seul motif nécessaire à la reconnaissance par le T2SS. Dans 
une étude plus récente, une troisième région de PulA importante pour la sécrétion a été identifiée 
(Francetic & Pugsley, 2005). Trois régions séparées ont été aussi identifiées comme 
indispensables pour la sécrétion de la polygalacturonase PehA chez P. carotovorum : la région A 
(les résidus de 84 à 135), B (190-242) et C (342-369). Il a été proposé que la région B porterait le 
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motif structural dit principal, tandis que les régions B et C seront nécessaires à sa présentation 
correcte à la machinerie de sécrétion (Palomaki et al., 2002).  
L’exotoxine A est composée de trois domaines : le domaine I (responsable de la fixation sur 
les cellules hôtes), le domaine II (le domaine de translocation) et le domaine III (catalytique). Le 
mécanisme de sécrétion de cette protéine a fait objet de multiples études qui sont néanmoins les 
sujets de certaines controverses. D'une part, la présence des 60 résidus du domaine I (60-120) est 
suffisante pour assurer la sécrétion de la protéine hybride ExeA (60-120) -BlaM 
(Voulhoux et al., 2000). D’autre part, une protéine qui contient les 30 premiers résidus et les 305 
derniers résidus du domaine III, mais pas les résidus 60-120 a été secrétée efficacement (Lu & 
Lory, 1996). De plus, des changements dans le domaine II diminuent fortement l’efficacité de la 
sécrétion d’ExeA mutée (McVay & Hamood, 1995). 
Plusieurs substrats secrétés par le T2SS sont riches en brins β (Korotkov et al., 2012). Il a été 
proposé que l’organisation en brins β puisse être liée au mécanisme de reconnaissance. Cette 
hypothèse est cohérente avec la structure du domaine II de l’exotoxine A qui est très riche en 
brins β antiparallèles et est indispensable pour la sécrétion (Voulhoux et al., 2000). Cependant, 
beaucoup de protéines secrétées par le T2SS, comme la lipase de P. aeruginosa ou encore, CelZ 
de D. dadantii ne sont pas très riches en brins β et ne contiennent au total pas plus de brins β que 
les protéines périplasmiques, comme LolA. Il est donc difficile d’imaginer comment les 
protéines peuvent être distinguées par la machinerie sur ce critère compte tenu d’une faible 
différence en nombre de brins β dans leur structure (Takeda et al., 2003). 
Les structures tridimensionnelles de plusieurs substrats de T2SS sont actuellement disponibles. 
C’est le cas chez V. cholerae : la toxine cholérique AB5 (O'Neal et al., 2004), la neuraminidase 
(Moustafa et al., 2004), la chitinase A de Vibrio charveyi qui possèdent 82 % d’identité avec 
celle de V. cholerae (Songsiriritthigul et al., 2008) (Figure 80 A), chez K. oxytoca (Figure 80 B). 
Chez Burkholderia glumae la structure d’un complexe entre la lipase sécrétée par le T2SS et son 





Figure 80. Substrats secrétés par divers T2SS.  
Substrats secrétés par A) Vibrio sp. B) K. oxytoca et C) Burkholderia glumae. Les éléments structuraux 
sont représentés par les couleurs suivantes : des brins-β en vert et des hélices-α en violet. Le chaperon est 
présenté en bleu (d’après Korotkov et al., 2012).  
Chez D. dadantii, les structures de sept protéines sécrétées par le système Out ont été résolues 
(Figure 81). Certains de ces substrats possèdent des protéines orthologues chez une bactérie 
proche de D. dadantii, P. carotovorum.  
 
Figure 81. Structures des protéines sécrétées par le système Out de D. dadantii.  
PelE (UniProtKB : P04960, Yoder et al., 1994), PelC (1AIR ; Lietzke et al., 1996), PemA (1QJV, 
Jenkins et al., 2001), PelA (1JRG, Thomas et al., 2002), PelL (1RU4 ; Jenkins et al., 2004), 
CelZ (1EGZ, Chapon et al., 2005), PelI (3B4N, Creze et al., 2008). La différence des couleurs est en 
rapport avec la position dans la séquence : la partie N-terminale est colorée en bleu et la partie 
C-terminale, en rouge. 
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L’objectif de l’étude.  
Le système de sécrétion de type II (T2SS) est largement exploité par les bactéries à Gram 
négatif pathogènes des plantes, des animaux et de l’homme où il permet la sécrétion de facteurs 
de virulence (des toxines et des enzymes lytiques). Bien qu’il soit étudié chez de nombreuses 
bactéries, l’architecture et le mode de fonctionnement de cette nano-machine ne sont pas encore 
compris. De même, les protéines sécrétées par ce système n’ont pas de motif de sécrétion linéaire 
commun et en dépit de nombreuses tentatives pour comprendre le mécanisme de reconnaissance 
des protéines sécrétées, le signal de sécrétion n’a toujours pas été identifié.  
L’objectif de ma thèse a donc consisté à rechercher et caractériser des motifs structuraux des 
protéines sécrétées qui constituent le signal de sécrétion du T2SS et à identifier les composants 
du système responsables de la reconnaissance de ce signal. Le deuxième axe de mes travaux de 
thèse avait pour but d’approfondir la connaissance générale sur le mode d’assemblage et de 
fonctionnement du T2SS en identifiant, en particulier, les interactions mises en jeu entre les 
composants du système.  
Même si le mécanisme exact de la reconnaissance et du recrutement des protéines à sécréter 
par le T2SS n’est pas connu, des études précédentes suggèrent qu’il peut inclure plusieurs 
interactions transitoires avec quelques composants du système. Afin de capter et caractériser ces 
interactions, j’ai utilisé une technique innovante du pontage dirigé in vivo. Cette technique 
consiste à incorporer in vivo un analogue photoréactif d’acides aminés à la place d’un résidu 
présumé constituer ou faire partie du signal de sécrétion. Le pontage réalisé par une exposition 
des cellules vivantes aux UV va permettre par la suite de coupler la protéine d’intérêt avec ses 
partenaires. Le principe de cette technique est présenté dans la Chapitre I.  
Une partie de ma thèse a été consacré à la mise au point de cette approche chez E. coli 
(Chapitre II.1) et chez la bactérie modèle D. dadantii (Chapitre II.2).  
D. dadantii est une bactérie phytopathogène qui utilise le système T2SS, appelé Out, pour 
sécréter des nombreuses pectinases, y compris la pectate lyase PelI, sélectionnée comme modèle 
d’étude pour la recherche des signaux de sécrétion. J’ai donc appliqué la technique de pontage 
dirigé d’une manière systématique à la pectate lyase PelI afin d’identifier ces partenaires 
protéiques lors du processus de sécrétion (Chapitre III).  
J’ai effectué en particulier le pontage dirigé sur les régions non structurées et les brins β du 
domaine Fn3 de PelI (Chapitre III.1), sur le linker entre deux domaines (Chapitre III.2) et sur 
les régions non structurées du domaine catalytique de PelI (Chapitre III.3). Une partie de ces 
résultats est présentée dans l’article de Pineau et al., 2014 (Annexe II, p.194-247).  
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La même approche a été utilisée pour rechercher les partenaires d’un des composants du 
système, la protéine OutC (Chapitre IV). Des études précédentes ont suggéré que ce composant 
serait impliqué dans le recrutement des substrats. Deux domaines périplasmiques d’OutC, PDZ 
(Chapitre IV.1) et HR (Chapitre IV.2), ont été analysées par pontage dirigé.  
Le pontage dirigé in vivo du domaine HR d’OutC m’a permis également de compléter la 
recherche des interactions entre les composants du système, notamment, entre les régions 
périplasmique d’OutC et la sécrétine OutD (Wang et al., 2012) (Annexe II, p.248-271) et les 
interaction d’OutC avec les composants de la membrane interne OutL et OutM 
(Lallemand et al., 2013) (Annexe II, p.272-294). 
Matériel et Méthodes.  
Souches bactériennes, plasmides et conditions de culture.  
Les souches bactériennes et les plasmides utilisés lors de cette étude sont décrits dans la 
section « Annexe III ». Les souches d’E. coli et de D. dadantii ont été cultivées, sous agitation, 
en milieu riche Luria-Bertani (LB) ou en milieu minimum M9 additionné de glucose 0,4 % (pour 
E. coli) ou de glycérol 0,4 % (pour D. dadantii), de casamino acides 0,5 % et de pBpa 1mM. 
Lorsque cela était nécessaire, des antibiotiques ont été ajoutés au milieu de culture aux 
concentrations suivantes : ampicilline (150 μg/mL), chloramphénicol (50 μg/mL pour E. coli et 
10 μg/mL pour D. dadantii), kanamycine (100 μg/ml). Par ailleurs, l’ajout de galacturonate 0,1 % 
ou d’arabinose 0.3 mg/ml au milieu de culture a permis d’induire l’expression de gènes d’intérêt. 
Les souches d’E. coli ont été conservées à -20°C dans du glycérol 20% (V/V) et celles de 
D. dadantii à -80°C dans du glycérol 40% (V/V).  
Méthodes de biologie moléculaire.  
Les méthodes d’extraction d’ADN plasmidique par lyse alcaline et d’électrophorèse sur gel 
d’agarose ont été effectuées selon Sambrook and Russell (2001). Les extractions sur gel d’ADN 
ont été réalisées par l’utilisation des kits QIAquik (Qiagen) ou Ultraclean (MO BIO) selon les 
instructions des fournisseurs. Les digestions d’ADN plasmidique et les ligatures pour les 
clonages ont été réalisées en utilisant les enzymes de restriction, la T4 DNA ligase et les tampons 
appropriés (New England Biolabs). La mutagenèse dirigée par PCR a été réalisée avec le kit 
PrimeSTAR Max DNA Polymerase (TaKaRa). Les transformations ont été réalisées en utilisant 
chez E. coli le choc thermique sur des cellules rendues compétentes après un traitement au CaCl2 
et chez D. dadantii par électroporation. 
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Pontage dirigé in vivo. 
Les souches d’E. coli ou D. dadantii ont été transformées avec le plasmide 
pSup-BpaRS-6TRN (codant le couple de l’aminoacyl-synthétase et l’ARNt nécessaire à 
l’incorporation du pBpa) et un autre plasmide portant la substitution TAG dans le gène d’intérêt. 
Les précultures ont été réalisées à 30ºC sous agitation pendant la nuit, dans le milieu BL 
complémenté avec les antibiotiques appropriés. Ensuite, les cellules ont été lavées et diluées 
jusqu’au la DO600 finale de 0,3 dans le milieu minimum M9 additionné de glucose 0,4% (pour 
E. coli) ou de glycérol 0,4% (pour D. dadantii), de casamino acides 0,5 % et de pBpa 1mM. De 
plus, pour induire la synthèse des pectinases et du système Out chez D. dadantii, du 
galacturonate 0,1 % a été ajouté. Après 4 ou 8 heures de croissance, une partie de la culture (2 
mL) a été prélevée et placée sur la glace (contrôle négatif) et une autre partie de cellules (2 mL) a 
été déposée dans les boîtes de Pétri en verre et exposées aux UV (l’appareil Bio-Link BLX, 365 
nm) pendant 3 min à une distance de 10 cm. Ensuite, les cellules ont été collectées, lavées dans 
l’eau et reprises dans 1/10 du volume initial dans 1mM EDTA, 1 % SDS et 0,1mM PMSF. 
Ensuite les échantillons ont été additionnés d’un quatrième du volume du tampon de lyse 
(150 mM Tris-HCl pH 6.8, 3% SDS, 10 % glycérol, 20% β-mercaptoéthanol et bleu de 
bromophénol 0.04%), incubés 5 à 10 min à 100 ºC, déposés sur gel SDS-PAGE et analysés par 
immunodétection avec des anticorps dirigés contre la protéine d’intérêt. 
Pour contrôler que le pontage dirigé chez D. dadantii a été réalisé au moment de la sécrétion, 
une partie de la culture a également été prélevée avant l’exposition aux UV et utilisée pour 
réaliser le test de sécrétion de la façon suivante : les cellules ont été précipitées par centrifugation 
pendant 2 min à 10000 g et les fractions cellulaires et les surnageants ont été analysés par 
immunodétection avec les anticorps dirigés contre les pectate lyases PelI et PelD. La quantité de 
protéines détectée dans le surnageant indique l’efficacité de la sécrétion.  
Analyse des protéines.  
La séparation des protéines par SDS-PAGE a été habituellement effectuée selon Laemmli 
(1970). Les gels de séparation de 9, 10, 12 et 15 % ont été combinés avec le gel de concentration 
à 4%. Pour certaines expériences, ces gels ont été additionnés d’urée 6 M.  
Dans certaines expériences, la séparation des protéines a été effectuée par Tricine-SDS-PAGE 




Réactifs  Gel de séparation de 9% Gel 4% de 
concentration 
Urée 3,6 g 1,8 g 
Tampon 3M Tris-HCl pH 8.5,  
0.3% SDS 
3,3 mL 0,25 mL  
29:1 acrylamide/bisacrylamide  3 mL 0,75 mL 
SDS 10% 100 μL 50 μL 
H2O 0,6 mL 2,5 mL 
Persulfate d'ammonium 10% 70 μL 35 μL 
TEMED 8 μL 5 μL 
Afin de mieux séparer les protéines situées dans la zone entre 55 et 75 kDa, le gel de gradient 
de 5-12 % tris-acétate a également été utilisé (Cubillos-Rojas et al., 2010).  
En général, les échantillons ont été additionnés d’un quatrième du volume du tampon de lyse 
150 mM Tris-HCL pH 6.8, 3% SDS, 10 % glycérol, 20% β-mercaptoéthanol et bleu de 
bromophénol 0.04% et incubés 5 à 10 min à 100 ºC avant dépôt sur gel.  
Afin de visualiser les protéines, les gels ont été colorés à l’aide d’une solution de 2,5g/L bleu 
de Coomassie G250, 10 % d’acide acétique et 40 % d’éthanol, puis décolorés a été dans une 
solution d’acide acétique (8%). 
Pour l’immunodétection, les protéines ont été transférées d’un gel sur une membrane PVDF 
(ImmobilonP, 45 μm, Millipore) à l’aide d’un appareil de transfert demi-sec (Transblot Biorad) 
dans du tampon glycine 40 mM, Tris 50 mM, SDS 0,1%, méthanol 10% à ampérage constant 
(100mA/gel) pendant 30 min. Après le transfert, la membrane a été saturée dans une solution de 
gélatine à 3% pendant 1 h à 30°C. Ensuite, la membrane a été lavée avec le tampon TBS-T 
(20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 140 mM NaCl, 0,1% Tween-20) et incubée 1 h avec les solutions des 
anticorps primaires dilués selon les concentrations suivantes dans le TBS-T (anti-OutC 1:6000, 
anti-OutD 1:4000, anti-PelB 1:6000, anti-PelI 1:10000, anti-PelD 1:4000, anti-OutG 1:4000 et 
anti-OutK 1:3000). La membrane a été lavée trois fois 7 min avec du TBS-T et incubée 1 h avec 
une solution contenant des anticorps secondaires couplés à la peroxydase (dilution 1/60000 dans 
TBS-T). Cette étape a été suivie de trois lavages de 7 min au TBS-T. Enfin, la révélation a été 
effectuée selon le principe de chimiluminescence grâce au kit ECL Immobilon WesternTM 
(Millipore). La peroxydase catalyse l’oxydation du luminol présent dans les réactifs du kit, cette 
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réaction s’accompagne d’une émission de lumière détectable par une exposition sur un film 
autoradiographique.  
Fractionnement cellulaire.  
Pour déterminer la localisation cellulaire de complexes générés par le pontage après 
l’exposition aux UV, les cellules ont été collectées de boîtes de Petri, centrifugées 2 min à 
10 000 rpm, lavées dans le tampon TBSE (50 mM Tris HCl pH 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM 
EDTA), reprises dans le même tampon puis cassées par sonication et centrifugées à 16 000 g 
pendant 5 min pour éliminer les débris cellulaires. Le surnageant a été centrifugé à 40 000 g 
pendant 2 h pour séparer la fraction soluble de la fraction membranaire. La quantité du matériel 
de chacune des fractions correspondant à DO600 de 3,2 a été déposée sur SDS-PAGE et 
analysée d’une part par l’immunodétection et d’autre part par la coloration au Bleu de 
Coomassie dans le but de choisir la fraction qui contient le plus de complexes spécifiques et le 
moins de protéines contaminantes.  
Immunoprécipitation. 
Pour l’immunoprécipitation de complexes formés grâce au pontage dirigé, les manipulations 
ont été réalisées à 15 ºC. Les anticorps dirigés contre PelI ont été fixés de façon non covalente 
sur la résine de Protein A Sepharose CL-4B (GE Healthcare Life Sciences) : 0,25 mg de la résine 
équilibrée avec le tampon IP (50 mM Tris HCl pH 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA et 0,1% 
NP-40) a été mélangée avec 20 μL d’antisérum dirigé contre PelI et agitée pendant 3 h sur une 
roue tournante (12 rpm). Dans les autres expériences, certains de ces paramètres ont été variés : 
la quantité d’antisérum dirigé contre PelI (10, 20, 30, 40 μL) et de la résine (0,125, 0,25 et 0,5 
mg). Ensuite, la résine portant les anticorps fixés a été précipitée par centrifugation pendant 2 
min à 4000 g et des lavages (3 au total) ont été effectués par l’addition de 2 mL de tampon IP et 
l’incubant de ce mélange 5 min sur la roue tournante (12 rpm). Ensuite, la résine portant les 
anticorps fixés a été mélangée avec la fraction cellulaire contenant les complexes d’intérêt 
(solubilisée dans 200 μL de tampon TBSE contenant 1% de NP-40 ou dans 100 μL TBSE 
contenant 0,6% de SDS et ensuite dilué avec le tampon IP jusqu’au 2 mL pour 0,25 mg de la 
résine) et l’immunoprécipitation a été réalisée par agitation pendant 5 h sur la roue tournante (12 
rpm). Après l’incubation, la résine a été précipitée par centrifugation (2 min à 4000 g), lavée 
trois fois avec du tampon IP (2 mL par 0.25 mg de la résine) et les complexes fixés sur la résine 
ont ensuite été élués par une solution de 40 mM Tris HCl pH 6.8, 5 % de β-mercaptoéthanol, 0,8 % 
de SDS, 5 % de glycérol, ou par une solution de 50 mM Tris HCl pH 8.0, 0,2% de SDS et 0,2% 
de NP-40.  
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Les complexes ont été séparés par le SDS-PAGE 9 % et soit colorés au bleu de Coomassie 
G250, soit analysés par immunodétection avec les anticorps dirigés contre PelI et OutD. Lors de 
l’immunodétection, afin d’éviter une fixation massive des anticorps secondaires sur les chaînes 
lourdes des anticorps dirigés contre PelI, la membrane a été colorée au Rouge ponceau et une 
partie de la membrane correspondante aux chaînes lourdes des anticorps a été découpée. Enfin, 
les bandes correspondant aux complexes d’intérêt ont été découpées et envoyées à l’IBCP de 





I. Pontage dirigé in vivo.  
Cette technique a été développée dans le laboratoire de P. Schultz (Farrel et al., 2005). 
Contrairement à une approche de pontage chimique «classique», qui génère beaucoup des 
complexes non spécifiques, le pontage dirigé est limité aux résidus sélectionnés. Dans cette 
approche, l’analogue photoréacif d’un acide aminé, le para-benzoyl-L-phénylalanine (pBpa), est 
incorporé in vivo à la place d’un résidu sélectionné. Ensuite, le pontage est activé par une courte 
irradiation des cellules vivantes aux UV afin de capturer in vivo des interactions transitoires. En 
pratique, un résidu sélectionné dans le gène d’intérêt sera remplacé par un codon non-sens par 
mutagenèse dirigée. Le plasmide portant un couple ARNt et aminoacyl ARNt synthétase va 
permettre l’incorporation d’un agent photoréactif, le pBpa (ajouté dans le milieu de culture) dans 
cette position in vivo. 
Le pBpa est une molécule qui, suite à une irradiation par rayons UV de 350-365 nm, peut être 
activée et forme un biradical. Cette forme active peut interagir avec des liaisons C-H de 
molécules localisées à proximité de 4 Å et former une nouvelle liaison covalente (Figure 1). 
 
Figure 1. Mécanisme réactionnel du pBpa.  
Pour permettre l’incorporation du pBpa in vivo, le codon TAG a été choisi comme le codon 
non-sens le plus rarement utilisé chez les bactéries (présent dans 7 % des gènes) 
(Wang et al., 2001). L’ARNt Tyr et la tyrosyl-ARNt-synthétase (TyrRS) de 
Methanocaldococcus jannaschii ont été modifiés dans le but de reconnaître le codon non-sens et 
le pBpa, ce qui permet l’incorporation de cet analogue photoréactif dans les protéines in vivo 
(Chin et al., 2002). La construction d’un vecteur pSup-BpaRS-6TRN qui porte six copies du 
gène de d’ARNt spécifique du pBpa et le gène de pBpa-ARNt-synthétase sous un promoteur fort 
a permis d’augmenter la spécificité et efficacité de l’incorporation du pBpa 
(Ruy & Schultz, 2006).  
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En effet, l’incorporation du pBpa in vivo s’effectue en parallèle d’un processus de traduction 
classique (Figure 2A).  
 
Figure 2. Incorporation du pBpa in vivo et pontage UV.  
(A) pBpa (indique avec une étoile bleue) est reconnu par la pBpa-ARNt-synthétase (en bleu) qui réalise 
l’acylation de l’ARNt spécifique avec le pBpa. L’ARNt transfert le pBpa vers le ribosome, interagit avec 
le codon UAG dans l’ARNm, ce qui permet l’incorporation du pBpa dans la chaîne peptidique et la 
production de la protéine d’intérêt marquée (en gris). (B) L’irradiation par UV permet la formation d’un 
complexe entre la protéine d’intérêt et son partenaire (en vert).  
En conclusion, ce système composé d’un codon TAG, un d’ARNt spécifique du pBpa et la 
pBpa-ARNt-synthétase permet la production d’une protéine d’intérêt marquée au pBpa qui peut 
être couplée à ses partenaires de manière covalente par pontage UV (Figure 2B). 
II. Mise au point de la technique de pontage dirigé in vivo. 
La technique de pontage dirigé in vivo a été développée et utilisée chez E. coli pour démontrer 
notamment les interactions transitoires au cours de la sécrétion par le T5SS ou encore du 
tranlocon Sec (Mori & Ito, 2006 ; Das & Oliver, 2011 ; Yu et al., 2013). Cependant, pour chaque 
cas particulier, cette technique a nécessité des mises au point pour trouver les meilleures 
conditions de production de la protéine marquée, le temps de croissance optimal, le temps 
d’exposition des cellules aux UV etc. De manière générale, les vecteurs plasmidiques et des 
constructions génétiques utilisées chez E. coli sont utilisables chez D. dadantii. On pourrait donc 
s’attendre à ce que les plasmides portant un couple d’ARNt et amino-acyle ARNt synthétase 
soient aussi utilisables chez D. dadantii. Néanmoins, certains paramètres expérimentaux définis 
chez E. coli nécessiteront d’être ajustés pour D. dadantii, comme, par exemple, les conditions 
d’expression, le temps d’exposition des cellules aux UV etc. De plus, l’un de défis majeurs 
consiste à effectuer le pontage-UV au moment de la sécrétion active.  
II.1. Mise au point de la technique de pontage dirigé in vivo chez E. coli.  
Tout d'abord, nous avons utilisé la technique de pontage dirigé in vivo chez E. coli. Comme 
nous ne disposions pas d’un plasmide permettant l’expression d’un système Out entier et 
fonctionnel chez E. coli, nous avons construit et utilisé les plasmides co-exprimant les protéines 
127 
 
sécrétées (PelI ou PelB) avec un ou plusieurs composants du système de sécrétion (OutC, OutD, 
OutE, OutL, OutM et OutS) (Figure 5). Nous avons considéré que ces constructions allaient 
permettre de détecter certaines interactions essentielles entre une protéine sécrétée et les 
composants du système. De plus, ceci nous a permis de tester plusieurs souches, milieux et 
conditions de culture pour permettre l’incorporation spécifique et efficace du pBpa à la place de 
résidus choisis. 
Plusieurs souches d’E. coli utilisées couramment au laboratoire portent une mutation supE qui 
est responsable de la suppression du codon stop TAG. Cette mutation peut aussi apparaitre 
spontanément dans les souches non-suppresseurs. Ceci peut diminuer l’efficacité d’incorporation 
du pBpa et, en conséquence, réduire la production de la protéine marquée. Ainsi, trois souches 
d’E. coli non-répresseurs ont été testées en parallèle avec la souche NM522 qui possède la 
mutation supE (Figure 3). L’efficacité de l’incorporation a été estimée pour la production du 
variant PelI V65pBpa.  
 
Figure 3. Efficacité de l’incorporation du pBpa dans PelI chez les différentes souches d’E. coli.  
Les souches (indiquées en haut) ont été transformées avec les deux plasmides : pSup-BpaRS-6TRN 
(codant le couple de l’aminoacyl-synthétase et l’ARNt nécessaire à l’incorporation du pBpa) et 
pBS :pelIV65TAG codant la pectate lyase PelI avec le codon TAG à la place de V65. Les cellules ont été 
cultivées dans le milieu riche BL en absence (−) ou en présence (+) de 1mM de pBpa et analysées par 
immunodétection avec les anticorps dirigés contre PelI. La position de la protéine PelI est indiquée avec 
une flèche, les bandes non spécifiques, avec les étoiles.  
Dans le cas de la souche NM522 (Figure 3, piste 1), on détecte la protéine PelI en présence 
comme en absence du pBpa, car cette souche possède une mutation supE permettant la 
suppression du codon-stop TAG. La souche DH10B, quant à elle, produit très peu de la protéine 
d’intérêt (Figure 3, piste 3). Dans le cas de la souche PAP5292 (Figure 3, piste 4), une 
translecture traductionnelle « read through » est détectée, qui consiste en la production de la 
protéine même en absence du pBpa dans le milieu grâce à la suppression partielle du codon-stop. 
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En revanche, l’incorporation du pBpa est très efficace et spécifique chez la souche MC4100 
(Figure 3, piste 2). Donc, la souche d’E. coli MC4100 a été choisie pour les tests suivants. 
Ensuite, différents milieux ont été testés afin de choisir les conditions optimales de la 
production de la protéine marquée chez la souche MC4100. Le milieu riche BL, le milieu 
minimum M9 additionné de glucose seul ou avec des casamino acides ont été testés (Figure 4). 
 
Figure 4. Efficacité de l’incorporation du pBpa chez E. coli MC4100 dans milieux différents.  
Les cellules d’E. coli MC4100 ont été transformées avec les deux plasmides : pSup-BpaRS-6TRN et 
pBS:pelIV65TAG, et cultivées dans le milieu BL (1) ou M9 additionné de glucose 0,4 % seul (2) ou avec de 
casamino acides 0,5 % (3) et en absence (−) ou en présence (+) de de pBpa 1mM. Les cellules ont été 
lysées et analysées par immunodétection avec les anticorps dirigés contre PelI. La position de la protéine 
PelI est indiquée avec une flèche.  
Ce test nous a permis de choisir comme milieu standard pour les expériences de pontage 
dirigé in vivo le milieu minimum M9 additionné de glucose et de casamino acides. Le niveau de 
la production de PelI marquée a été plus important dans ces conditions, par rapport au milieu BL, 
où on a détecté un peu moins de PelI (Figure 4, comparer piste 3 et 1). En présence du glucose 
comme source de carbone unique, l’effet de translecture traductionnelle a été observé (Figure 4, 
piste 3). De plus, les tests suivants ont démontré que le pontage dirigé est plus efficace dans un 
milieu minimum que dans un milieu riche.  
Le but de cette étude était d’identifier les partenaires de PelI, une protéine secrétée par le 
T2SS de D. dadantii. Puisque E. coli MC4100 ne possède pas de ce système de sécrétion, l’étape 
suivant a nécessité de construire les vecteurs qui co-expriment le gène pelI avec les gènes de 
certains composants du T2SS. Les travaux antérieurs ont identifié la sécrétine OutD et la 
protéine OutC comme les composants étant impliqués dans l’interaction avec le substrat. De plus, 
ces deux composants font des multiples interactions entre eux et représentent une unité 
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fonctionnelle. En effet, chez P. aeruginosa, une paire de gènes xphA/xqhA code un couple de 
GspC/GspD orphelins qui peuvent s’associer avec les autres composants du T2SS principal 
(Michel et al., 2007). Ainsi, tout d’abord, un vecteur co-exprimant les gènes outC, outD et outS a 
été construit (Figure 5B). La co-expression de la pilotine OutS avec la sécrétine OutD est 
indispensable pour l’assemblage de cette dernière dans la membrane externe. Le vecteur qui 
n’exprime que le gène pelI avec la substitution TAG (Figure 5A) a été utilisé comme contrôle 
négatif. Par ailleurs, le vecteur exprimant les composants de la membrane interne OutL et OutM 
avec l’ATPase OutE a été aussi utilisé et co-exprimé avec le vecteur portant pelI, outC, outD et 
outS (Figure 5C).  
 
Figure 5. Représentation schématique de vecteurs utilisés dans ce travail.  
A) le plasmide Bluescript KS+ portant le gène pelI cloné sous le contrôle de son propre promoteur. B) le 
plasmide pTdB-PLI-oCDS a été construit à partir du pT7-6. Il contient le gène pelI cloné sous son propre 
promoteur, le couple fonctionnel outC/outD sous le contrôle du promoteur pelC et le gène outS qui code 
une pilotine indispensable pour l’assemblage de la sécrétine OutD dans la membrane externe. C) le 
vecteur pBAD portant les gènes de composants de la membrane interne OutL et OutM et l’ATPase OutE 
qui peut être co-exprimé avec le vecteur montré en (B).  
La prochaine étape a été de choisir un temps optimal de l’irradiation par UV. Pour cela, j’ai 
testé quatre temps d’exposition différents : 3, 6, 10 et 20 min. Les cellules ont été cultivées dans 
le milieu minimum M9 additionné de glucose 0,4 %, de casamino acides 0,5 % et de pBpa 1mM. 
Une partie de culture a été prélevée avant l’irradiation (temps 0), et ensuite, les cellules ont été 
déposées dans les boîtes de Pétri en verre et exposées aux UV de 365nm. Les cellules ont été 
ensuite collectées et analysées par immunodétection (Figure 6).  
Le temps de 3 minutes a été choisi comme le temps optimal de traitement, car il a permis de 
détecter plus de complexes spécifiques. Les durées plus élevées d’irradiation ont provoqué la 
formation des traînées et des complexes de grande masse moléculaire. Ainsi, après 20 minutes 
d’irradiation, la totalité de matériel a resté dans les puits du gel SDS-PAGE (Figure 6).  
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En conclusion, la technique de pontage dirigé a été mise au point chez E. coli. Les conditions 
suivantes ont été choisies et utilisées par la suite : la souche E. coli MC4100 a été utilisé pour 
l’incorporation de pBpa réalisée dans le milieu minimum M9 additionné de glucose 0,4 %, de 
casamino acides 0,5 % et de pBpa 1mM. Le pontage dirigé a été réalisé grâce à l’exposition de 
cellules aux UV de 365 nm pendant 3 min.  
 
Figure 6. Mise au point du temps d’exposition aux UV chez E. coli.  
Les cellules d’E. coli MC4100 portant les deux plasmides, pSup-BpaRS-6TRN et pTdB-PLIV65TAG-oCDS, 
ont été cultivées dans le milieu M9 avec de glucose 0,4 %, de casamino acides 0,5 % et de pBpa 1mM et 
ont ensuite été exposées aux UV de 365 nm pendant les temps différents : 3, 6, 10 et 20 min. La même 
quantité de cellules non traitées a été utilisée comme control négatif (temps 0). Les cellules ont été 
collectées et analysées par immunodétection avec les anticorps dirigés contre PelI. Les complexes formés 
par PelI V65pBpa sont indiqués avec les triangles blancs. Des complexes de grande masse moléculaire 
formés suite à une longue irradiation par UV sont indiqués avec un triangle noir.  
II.2. Mise au point de la technique de pontage dirigé in vivo chez D. dadantii.  
Pour utiliser la technique de pontage dirigé in vivo chez D. dadantii, c’est-a-dire, dans les 
conditions du système de sécrétion fonctionnel, le point le plus important était d’assurer la 
réalisation du pontage par irradiation de cellules au cours de la sécrétion. Pour induire le T2SS 
de D. dadantii, on utilise le galacturonate, un de composants majeurs de la pectine qui fait partie 
de la paroi des plantes. Au cours de l’invasion, D. dadantii produit une petite quantité d’enzymes 
pectinolytiques de manière constitutive ce qui provoque la dégradation de la pectine. Le 
galacturonate ainsi libéré est transporté à l’intérieur de cellules bactériennes et permet 
l’induction de gènes codant des enzymes pectinolytiques et les gènes du T2SS appelé Out. 
Ensemble, ces évènements permettent de synchroniser la synthèse de pectinases et la machinerie 
de T2SS nécessaire à leur sécrétion. Une des questions principales de cette étude est d’identifier 
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les composants du système impliqués dans la reconnaissance et le recrutement des protéines à 
sécréter. Pour répondre à cette question, il faut pouvoir de capter les interactions au cours de la 
sécrétion. On s’est intéressé à la sécrétion de la pectate lyase PelI au cours de temps (Figure 6). 
Dans ce but, la souche de D. dadantii pelI− A3776 a été transformée avec les plasmides pSup-
BpaRS-6TRN et pBS:pelIV65TAG, (comme dans  les expériences de pontage) et la progression de 
la sécrétion des pectate lyases natives, PelD et PelE, et plasmidique, PelI, a été suivie après 2, 4 
et 8 heures de croissance (Figure 7). Pour induire l’expression de gènes de pectinases et du T2SS, 
le galacturonate a été ajouté au milieu. 
 
Figure 7. Dynamique de la sécrétion des pectate lyases chez D. dadantii.  
Les cellules de D. dadantii pelI− A3776 ont été transformées avec les deux plasmides, 
pSup-BpaRS-6TRN et pBS:pelIV65TAG. Une pré-culture de la nuit a été réalisée en milieu riche BL 
additionné des antibiotiques. Les cellules ont ensuite été lavées et diluées au cinquième dans le milieu 
minimum M9 additionné de glycérol 0,4 %, de casamino acides 0,5 %, de galacturonate 0,1 % de pBpa 
1mM et des antibiotiques appropriés. Pour estimer l’efficacité de sécrétion, les cellules ont été prélevées 
après 2, 4 et 8 heures de culture et le surnageant de culture (S) a été séparé des cellules (C) par 
centrifugation. Les fractions S et C ont été analysées par immunodétection avec les anticorps dirigés 
contre PelI et PelD. La quantité de protéines détectée dans le surnageant (S) indique l’efficacité de la 
sécrétion. Une bande non-spécifique intracellulaire est indiquée avec une étoile. 
On peut constater que les pectate lyases natives PelD et PelE sont efficacement sécrétées tout 
au long de la culture (Figure 7). Cependant, la sécrétion de PelI marquée par le pBpa ne 
commence que 4 heures après l’induction et au bout de huit heures presque la moitié de cette 
protéine est secrétée. Ainsi, le pontage dirigé chez D. dadantii peut être réalisé dans l’intervalle 
de 4-8 heures de croissance quand la sécrétion de PelI marquée par le pBpa est maximale. Cette 
information indique aussi que le niveau d’expression de T2SS est correct car le système se 
trouve dans son état fonctionnel. Néanmoins, nous avons effectué une expérience similaire pour 
estimer la dynamique de la production et de pontage d’un variant d’OutC portant le pBpa à la 
place de résidu K239 (le choix de cette substitution est expliqué dans la Chapitre IV.1) (Figure 8). 
On peut constater que même si la quantité d’OutC marquée augmente tout au long de la culture, 




Figure 8. Dynamique de la production et du pontage de variant OutCK239pBpa chez D. dadantii.  
Les cellules de D. dadantii pelI− A3776 ont été transformées avec les deux plasmides, 
pSup-BpaRS-6TRN et pBS:pelIV65TAG. Une pré-culture de la nuit a été réalisée en milieu riche BL 
additionné des antibiotiques. Les cellules ont ensuite été lavées et diluées au cinquième dans le milieu 
minimum M9 additionné de glycérol 0,4 %, de casamino acides 0,5 %, de galacturonate 0,1 % de pBpa 
1mM et les antibiotiques appropriés. Pour estimer l’efficacité du pontage UV, les cellules ont été 
prélevées après 2, 4 et 8 heures de la culture et exposées (+) or non (−) aux UV et ensuite lysées et 
analysées par immunodétection avec des anticorps contre OutC.  
Ainsi, les résultats de ces expériences (Figures 7 et 8) ont justifié le choix du temps de la 
culture de D. dadantii dans l’intervalle de 4 à 8 heures de croissance pour réaliser le pontage 
dirigé. Néanmoins, dans certaines expériences, le pontage a été effectué deux fois, avec la culture 
de 4 heures et de 8 heures, pour capter, respectivement, les interactions pendant les étapes 
précoces et tardives de la sécrétion. En conclusion, un protocole de pontage dirigé chez 
D. dadantii a été établi, il est présenté schématiquement sur la Figure 9.  
Afin de détecter des interactions potentielles entre les protéines sécrétées et les composants de 
T2SS par la technique de pontage dirigé in vivo, deux stratégies ont été employées lors de cette 
étude. La première stratégie consistait à incorporer le pBpa dans une protéine secrétée d’une 
manière systématique ou à la place de résidus soupçonnés de faire partie du signal de sécrétion. 
Cette approche a été majoritairement utilisée avec la pectate lyase PelI afin d’identifier ses 
partenaires lors de la sécrétion. La deuxième stratégie consistait à utiliser un composant de T2SS 
comme cible pour incorporer le pBpa et réaliser le pontage-UV par la suite. Cette deuxième 
stratégie a été majoritairement appliquée pour un composant du système, OutC, soupçonné d’être 
impliqué dans la reconnaissance de protéines à sécréter. Cette dernière approche peut aider à 
établir l’implication réelle d’OutC dans le recrutement des substrats et mettre en évidence ses 




Figure 9. Schéma de pontage dirigé chez D. dadantii.  
(A) D. dadantii est transformée avec deux plasmides : le plasmide 1 porte le gène d’intérêt avec le codon 
TAG à la place d’un résidu choisi, le plasmide 2 est le plasmide pSup-BpaRS-6TRN qui code un couple 
d’ARNt et aminoacyl-ARNt synthétase. (B) Après une croissance dans le milieu riche les cellules sont 
lavées et diluées dans le milieu minimum contenant le pBpa. (C) Après une croissance dans le milieu 
contenant le pBpa, la culture est séparée en deux portions : (D) pour réaliser le test de sécrétion et (E) 
pour réaliser le pontage UV. L’analyse de complexes formés est réalisée par immunodétection (F) ou la 
spectrométrie de masse (G).  
III. Pontage dirigé in vivo en utilisant la protéine secrétée PelI.  
Tout d’abord, nous avons décidé d’utiliser la première stratégie et donc incorporer le pBpa 
dans une protéine sécrétée. Le T2SS de D. dadantii assure la sécrétion de nombreuses protéines, 
y compris la pectate lyase PelI. PelI possède deux domaines : le domaine N-terminal Fn3 (de 
type fibronectine III) et le domaine catalytique C-terminal (Figure 10). P. carotovorum, une 
bactérie proche de D. dadantii possède un homologue de PelI, la pectate lyase Pel3. Les deux 
bactéries utilisent des systèmes Out très similaires pour sécréter plusieurs enzymes dégradatives, 
souvent très divergentes au niveau structural. Les pectate lyases, PelI et Pel3 ont la même 
organisation en deux domaines, Fn3 et catalytique, et possèdent 67 % d’identité. Cependant, le 
système Out de D. dadantii ne peux pas prendre en charge et sécréter la pectate lyase Pel3 
(Bouley et al., 2001). Ce phénomène suggère les caractéristiques très particulières du système 
Out : d’un côté, il est capable de sécréter un spectre de substrats très divers, de l’autre côté, il 
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possède un mécanisme très fin pour distinguer sa propre pectate lyase PelI d’une protéine très 
similaire, Pel3.  
La structure de PelI a déjà été disponible au début de ma thèse (Creze et al., 2008 ; 3B4N) et 
la structure de Pel3 a été très récemment résolue en collaboration avec l’équipe de l’IBCP de 
Lyon (Figure 10). Par ailleurs, les travaux récents réalisés au laboratoire ont suggéré que la 
majorité d’information, différente entre PelI et Pel3 et indispensable pour la sécrétion de PelI, est 
portée par le domaine Fn3 (Pineau et al., 2014, Annexe II). En particulier, les échanges des 
domaines entre PelI et Pel3 a démontré que la pectate lyase hybride portant le domaine Fn3 de 
PelI et le domaine catalytique de Pel3 est efficacement sécrétée tandis que l’hybride inverse ne 
l’est pas (Figure 2B de Pineau et al., 2014, Annexe II, p.225). Des plus, les analyses réalisées au 
laboratoire par double hybride bactérien et par résonance de plasmon de surface (RPS) ont 
démontré que le domaine Fn3 isolé est capable d’interagir avec les domaines périplasmiques 
d’OutC et OutD (Pineau et al., 2014). Toutes ces données nous a permis d’avoir une stratégie 
rationnelle pour le choix de résidus dans PelI à incorporer le pBpa. Par conséquent, le domaine 
Fn3 de PelI a été choisi comme la cible principale de cette approche.  
 
Figure 10. Comparaison de structures tridimensionnelles de pectate lyases PelI et Pel3.  
La structure de PelI de D. dadantii est présentée en bleu et celle de Pel3 de P. carotovorum en vert. 
Les deux domaines (Fn3 et catalytique) sont connectés par un linker visible uniquement sur la structure 
de Pel3.  
III.1. Pontage dirigé in vivo en utilisant le domaine Fn3 de PelI. 
Au sein du domaine Fn3 de PelI, 26 résidus ont été sélectionnés pour l’incorporation du pBpa. 
La majorité de ces résidus (17 résidus) est située dans les régions non structurées. Ces régions 
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ont été exploitées en priorité car elles sont moins conservées entre PelI et Pel3 et bien exposées à 
la surface. Quelques positions ont été aussi sélectionnées dans les brins β, β3, β4 et β6 qui sont, 
en général, bien conservées entre PelI et Pel3 (Figure 11). Les résidus du domaine Fn3 qui ont 
été remplacés par le pBpa sont présentés sur l’alignement de PelI et Pel3 (Figure 11A) et sur la 
structure du domaine Fn3 de PelI (Figure 11B).  
 
Figure 11. Positions sélectionnées pour l’incorporation du pBpa dans le domaine Fn3 de PelI. 
A) Alignement de séquences de domaines Fn3 de pectate lyases PelI et Pel3. Les résidus sélectionnés 
dans les régions non structurées et moins conservés de PelI sont en jaune. Les résidus sélectionnés dans 
les brins β sont en vert. B) Structure tridimensionnelle du domaine Fn3 de PelI avec les résidus 
sélectionnés présentés en jaune et vert. 
bcl. 2 boucle 3








17 positions ont été choisies dans les régions non structurées du domaine Fn3 de PelI (Figure 
11A et 11B ; en jaune) : dans la boucle 2 située entre les brins β2 et β3 (S42 et K43), dans la 
boucle 3 située entre les brins β3 et β4 (T53, T54, S55, N56, P57, D58, L59 et R60), la boucle 5 
située entre les brins β5 et β6 (T78, S80, G81, L82, et N83) et la boucle 6 entre β6 et β7 (E93 et 
N94).  
9 positions ont été choisies dans les régions structurées du domaine Fn3 de PelI (Figure 11A 
et 11B ; en vert) : dans le brin β3 (Y50), dans le brin β4 (E61, I63, A64, V65 et L66), dans le 
brin β6 (W85, V90 et V91). 
III.1.1. Pontage dirigé in vivo de la boucle 3 du domaine Fn3. 
Tout d’abord, j’ai exploité la boucle 3 du domaine Fn3 de PelI. Les expériences réalisées 
récemment au laboratoire ont suggéré que cette région serait nécessaire à la reconnaissance de 
PelI par le système Out et pourrait constituer ou faire partie d’un signal de sécrétion 
(Pineau et al., 2014).  
Pour évaluer cette hypothèse, tous les résidus de la boucle 3 ont été substitués par le pBpa et 
la production de ces variants a été analysée chez E. coli MC4100 (Figure 12).  
 
Figure 12. Efficacité de l’incorporation du pBpa dans la boucle 3 de PelI.  
Les cellules d’E. coli MC4100 ont été transformées avec pSup-BpaRS-6TRN et pBS:pelITAG. Dans le 
dernier plasmide, le codon d’un résidu d’intérêt (indiqué en haut) a été substitué par le codon TAG 
permettant l’incorporation du pBpa. Les cellules ont ensuite été cultivées dans le milieu M9 avec de 
glucose 0,4 %, de casamino acides 0,5 % en absence (−) ou en présence (+) de pBpa 1mM et analysées 
par immunodétection avec les anticorps contre PelI. PelI est indiquée avec une flèche, la bande 
non-spécifique, avec une étoile.  
À l’exception de PelI L59pBpa, tous les variants de PelI générés dans la boucle 3, ont été bien 
produits en présence du pBpa (Figure 12, pBpa +). Au contraire, en absence du pBpa dans le 
milieu, aucun variant de PelI n’a été produit (Figure 12, pBpa −) indiquant que l’incorporation de 
pBpa est efficace et spécifique dans les conditions choisies. Ainsi, ces variants de PelI peuvent 
être utilisés pour le pontage dirigé in vivo. 
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III.1.1.a. Pontage dirigé in vivo chez E. coli.  
Tout d’abord, le pontage UV a été réalisé chez E. coli MC4100 dans deux conditions : les 
variants de PelI ont été exprimés soit seuls (Figure 5A) soit avec les gènes outCDS (Figure 5B). 
Dans les deux cas, les profils générés lors du pontage-UV ont été très similaires (Figure 13). 
Même si l’on constate une certaine variabilité de l’intensité de profils observés, aucun complexe 
additionnel n’a été détecté en présence de OutC, OutD et OutS (Figure 13, comparer A et B).  
 
Figure 13. Pontage dirigé in vivo de la boucle 3 chez E. coli MC4100.  
Les cellules d’E. coli ont été transformées avec pSup-BpaRS-6TRN et soit pBS-PLITAG (pelI, panel A), 
soit pTdB-PLITAG-oCDS (pelI +outCDS, panel B). Le résidu de PelI substitué dans un des derniers 
plasmides est indiqué en haut. Les cultures ont été réalisées dans les mêmes conditions que celles 
indiquées dans Figure 12. Les cellules ont été ensuite prélevées et exposées aux UV pendant 3 min (+) ou 
non (-) et analysées par immunodétection avec des anticorps dirigés contre PelI. La position de PelI est 
indiquée avec une flèche.  
Ces résultats suggèrent que les complexes observés ne sont pas formés grâce à l’interaction 
entre PelI et OutC ou OutD. Il est donc bien possible que de telles interactions ne peuvent pas 
s’établir en absence d’autres composants du système ou en absence d’un système fonctionnel 
complet. Il est connu qu’OutC fait partie de la plateforme de la membrane interne qui inclut aussi 
les composants OutL et OutM (Py et al., 2001). De plus, une étude récente réalisée au laboratoire 
a démontré que la co-expression de OutE, OutL et OutM avec OutC et OutD affecte 
l’organisation et l’arrangement des domaines périplasmiques d’OutC (Wang et al., 2012, 
Annexe II, p.248-271). Ainsi, afin de mimer certaines interactions au sein du système Out de 
D. dadantii, nous avons complété notre étude par l’ajout de certains composants supplémentaires, 
notamment, les protéines de la membrane interne OutL et OutM et l’ATPase OutE (Figure 5C). 
Ainsi, nous avons réalisé le pontage dirigé chez E. coli en co-exprimant les variants de PelI avec 
OutC, OutD et OutS (plasmide pTdB-PLITAG-oCDS, Figure 5B) et avec les composants OutE, 
OutL et OutM (plasmide pBAD:ELM, Figure 5C). Cependant, cette approche n’a pas permis non 
plus de détecter la formation de complexes spécifiques additionnels (résultats non présentés). 
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Ces résultats montrent que, au moins en l’absence d’un système de sécrétion fonctionnel, les 
positions analysées dans le domaine Fn3 de PelI n’interagissent pas avec les composants du 
T2SS testés. Ceci a renforcé la nécessité de mettre au point la technique du pontage dirigé in vivo 
chez D. dadantii (voir Chapitre II.2). 
III.1.1.b. Pontage dirigé in vivo chez D. dadantii. 
Pour réaliser le pontage dirigé chez D. dadantii, nous avons préalablement choisi le temps et 
les conditions de croissance optimales (Chapitre II.2). Particulièrement, les conditions permettant 
une meilleure induction du T2SS et la sécrétion des pectinases ont été choisies afin de réaliser le 
pontage lors d’une sécrétion active. Néanmoins, pour s’assurer que l’exposition aux UV serait 
faite au bon moment, une partie de la culture utilisée pour le pontage dirigé a été 
systématiquement prélevée pour réaliser un test de sécrétion en parallèle (Figure 14).  
 
Figure 14. Test de sécrétion de variants de PelI portant le pBpa chez D. dadantii pelI−.  
Les cellules de D. dadantii pelI− A3776 ont été transformées avec pSup-BpaRS-6TRN et 
pTdB-PLITAG-oCDS. Les résidus de PelI substitués dans ce dernier plasmide sont indiqués en haut. Les 
cultures ont été réalisées pendant 8 heures dans les mêmes conditions que celles indiquées dans la 
Figure 7 et analysées de la même manière par immunodétection avec des anticorps dirigés contre PelI et 
PelD. La quantité de protéines détectée dans le surnageant (S) indique l’efficacité de la sécrétion. Une 
protéine non-spécifique (marquée avec une étoile) indique l’absence d’une fuite cellulaire. 
Ces tests de sécrétion ont permis de démontrer que tous les variants de PelI portant le pBpa à 
la place de l’un des résidus de la boucle 3 sont plutôt bien sécrétés, même si moins efficacement 
que la pectate lyase native, PelD (Figure 14). Ceci indique que ces variants de PelI marqués par 
le pBpa seront correctement recrutés par le T2SS et peuvent donc d’être utilisés pour le pontage.  
Le pontage dirigé réalisé dans ces mêmes conditions a permis d’observer des complexes 




Figure 15. Pontage dirigé in vivo chez D. dadantii pelI−.  
Les cultures de D. dadantii pelI− A3776 portant les mêmes plasmides que dans la Figure 14 ont été aussi 
réalisées dans les mêmes conditions. Les cellules ont été ensuite prélevées et exposées aux UV pendant 
3 min (+) ou non (-) et analysées par immunodétection avec les anticorps contre PelI. Les complexes 
formés sont indiqués avec les triangles et les points. La bande non-spécifique est indiquée avec une étoile.  
L’analyse de mêmes échantillons avec les anticorps dirigés contre certains composants du 
T2SS a permis de démontrer qu’un des complexes formés par le variant PelI D58pBpa interagit 
aussi avec les anticorps dirigés contre OutC (un poids moléculaire de 65 kDa, Figure 16, 
panel α-OutC) et un autre avec anti-OutD (un poids moléculaire de 140 kDa, Panel α-OutD). Par 
contre, aucun complexe n’a été observé avec les anticorps dirigés contre OutG ni OutK 
(panel α-OutG et α-OutK).  
 
Figure 16. Pontage dirigé du variant PelI D58pBpa chez D. dadantii.  
Le pontage dirigé avec le variant PelI D58pBpa a été réalisé chez D. dadantii dans les mêmes conditions 
que dans la Figure 15 et analysé avec les anticorps dirigés contre PelI, OutC, OutD, OutK et OutG. Les 
complexes formés sont indiqués avec les triangles noirs (PelI-OutC) ou blancs (PelI-OutD) ou encore 
avec les points (complexes à déterminer). La bande non-spécifique est indiquée avec une étoile. 
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Il faut aussi indiquer que les variants de PelI portant le pBpa à la place de T54 et S55 se sont 
avérés instables lors de leur expression chez D. dadantii (Figure 15) tandis qu’ils ont été bien 
produits chez E. coli (Figure 12). Cet effet peut être causé par des interactions aberrantes de ces 
variants de PelI avec certains composants du T2SS. Ce phénomène serait donc cohérent avec la 
formation des complexes avec OutC et OutD par le variant PelI D58pBpa portant la substitution 
d’un résidu proche.  
Ainsi, ces expériences de pontage dirigé chez D. dadantii ont permis d’identifier un résidu, 
D58, situé dans la boucle 3 du domaine Fn3 dont la substitution avec le pBpa génère des 
complexes avec les deux composants du T2SS, OutC et OutD. Ces résultats suggèrent 
l’importance de cette région pour la reconnaissance et/ou le recrutement de PelI par le système 
Out. La même région de PelI serait donc impliquée dans des interactions avec OutC et la 
sécrétine OutD. Dans le cas d’OutC, le domaine PDZ a été soupçonné d’être impliqué dans la 
reconnaissance de substrats de sécrétion (Bouley et al., 2001). Afin de vérifier si le PDZ serait 
directement impliqué dans l’interaction avec la boucle 3 du Fn3, j’ai réalisé des expériences de 
pontage avec le variant PelI D58pBpa qui a été co-exprimé avec les variants d’OutC possédant le 
domaine PDZ muté (Chapitre III.1.1.c.). Dans une autre approche, pour déterminer la nature 
exacte de complexes formés entre PelI-OutC et PelI-OutD, j’ai entrepris une analyse de ces 




III.1.1.c. Rôle du domaine PDZ d’OutC dans l’interaction avec la boucle 3 du domaine 
Fn3 de PelI. 
Afin de tester si la boucle 3 du domaine Fn3 de PelI interagit directement avec le domaine 
PDZ d’OutC, j’ai effectué en parallèle le pontage dirigé du variant PelI D58pBpa en le 
co-exprimant soit avec OutC sauvage soit avec la version OutC mutée, dépourvue du domaine 
PDZ (Figure 16). Ces expériences ont été réalisées dans une souche de D. dadantii pelI−ΔoutC. 
 
Figure 17. Effet du domaine PDZ sur la formation de complexes par PelI D58pBpa.  
Le pontage dirigé avec le variant PelI D58pBpa a été réalisé chez D. dadantii pelI−∆outC en présence soit 
d’outC sauvage (pTdB-PLI D58TAG-oCDS) soit muté (pTdB-PLI D58TAG-oC∆PDZDS). Les cultures ont été 
réalisées dans les mêmes conditions que dans la Figure 15 et analysées avec les anticorps dirigés contre 
PelI et OutC. Les complexes formés sont indiqués avec les triangles noirs (PelI-OutC) ou blancs (PelI-
OutD). Les positions de protéines PelI et OutC sont indiquées avec les flèches. La bande non-spécifique 
est indiquée avec une étoile. 
Pour contourner cet obstacle et tester l’implication du domaine PDZ dans l’interaction avec 
PelI D58pBpa, nous avons utilisé le variant hybride d’OutC, appelé h23 (Figure 18). OutC-h23 
possède un domaine PDZ non-fonctionnel suite au remplacement d’une région de R203 à K240 
par celle d’OutC de P. carotovorum (Figure 18B). OutC-h23 ne permet pas la sécrétion de 




Figure 18. Représentation et fonctionnalité du domaine PDZ d’OutC-h23.  
A) Structure du domaine PDZ d’OutC. Les résidus échangés avec ceux de P. carotovorum sont indiqués 
en rouge. B) Alignement des séquences des domaines PDZ de D. dadantii (en bleu) et P. carotovorum (en 
rouge). Les résidus substitués dans OutC-H23 sont indiqués en jaune. C) La fonctionnalité du domaine 
PDZ sauvage et PDZ-h23 a été analysée chez D. dadantii ∆outC. Les cellules ont été transformées avec 
plasmide pTdB-oCDS portant outC sauvage ou outC-h23. Les cultures ont été réalisées dans les mêmes 
conditions que dans la Figure 15, les cellules ont été analysées avec des anticorps dirigés contre PelD et 
BlaM.  
Nous avons effectué en parallèle le pontage dirigé du variant PelI D58pBpa co-exprimé avec 
OutC sauvage ou avec OutC-h23 (Figure 19). Le variant OutC-h23 a été produit au même niveau 
qu’OutC sauvage (Figure 19, comparer pistes 3 et 4). Cependant, le complexe entre PelI et OutC 
n’a été observé lorsque OutC sauvage a été co-exprimée (Figure 19, comparer pistes 2 et 3 avec 
3 et 4). Ces résultats indiquent donc que la boucle 3 du domaine Fn3 de PelI interagit 
directement avec le domaine PDZ d’OutC. 
Par ailleurs, on peut aussi constater que le complexe PelI-OutD ne semble plus être formé en 
présence du domaine PDZ-h23 non-fonctionnel (Figure 17, triangle blanc). Comme la boucle 3 
de PelI semble d’interagir avec le domaine PDZ d’OutC et avec OutD, ceci peut indiquer 





Figure 19. Pontage dirigé du variant PelI D58pBpa en présence du domaine PDZ sauvage ou 
PDZ-h23. 
Le pontage dirigé avec le variant PelI D58pBpa a été réalisé chez D. dadantii pelI−∆outC soit en présence 
d’OutC sauvage soit OutC-h23. Les cultures ont été réalisées dans les mêmes conditions que dans la 
Figure 15 et analysé avec les anticorps dirigés contre PelI et OutC. Le complexe PelI-OutC est indiqué 
avec un triangle noir, le complexe PelI-OutD, avec un triangle blanc. Les positions de protéines PelI et 
OutC sont indiques avec les flèches, la bande non-spécifique, avec une étoile. 
Par contre, nous avons observé que le complexe formé entre PelI D58pBpa et OutC n’est pas 
stable et se dégrade progressivement lors de quelques congélations-décongélations lors de dépôts 
du même échantillon sur le gel SDS-PAGE réalisés à des jours différents (Figure 20). Ainsi, la 
quantité du complexe PelI-OutC diminue avec chaque dépôt (Figure 20, triangle noir), 
contrairement à la quantité du complexe PelI-OutD qui reste relativement stable (Figure 20, 
triangle blanc). 
 
Figure 20. Instabilité du complexe PelI D58pBpa-OutC.  
Le même échantillon issu du pontage dirigé de PelI D58pBpa présenté sur la Figure 15 a été déposé sur le 
gel SDS-PAGE trois jours différents à la suite. Les complexes formés sont indiqués avec les triangles 
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noirs (PelI-OutC) ou blancs (PelI-OutD). La position de PelI est indiquée avec une flèche, la bande non-
spécifique, avec une étoile. 
 
III.1.1.d. Analyse de complexes par spectrométrie de masse. 
L’analyse des complexes formés par le variant PelI D58pBpa par immunodétection m’a 
permis de mettre en évidence l’interaction de cette zone de PelI avec OutC et la sécrétine OutD 
(Figure 16). Les résultats présentés ci-dessus ont démontré que l’interaction entre PelI et OutC se 
passerait par l’interaction de la boucle 3 du Fn3 avec le domaine PDZ. Par contre, la 
détermination de la nature exacte du complexe PelI-OutD et de certains autres complexes formés 
par PelI D58pBpa a nécessité d’utiliser la spectrométrie de masse.  
La spectrométrie de masse est une technique très sensible et pourrait donc permettre 
d’identifier les autres partenaires de PelI et, éventuellement, la région d’OutD impliquée dans la 
formation du complexe avec PelI. Puisque de tels complexes sont formés au sein d’un système 
de sécrétion fonctionnel et ne sont donc pas abondants, une étape d’enrichissement était 
indispensable. De plus, la spectrométrie de masse est une technique sensible aux contaminations. 
Nous avons donc décidé d’utiliser la technique de l’immunoprécipitation pour obtenir les 
échantillons d’une qualité compatible avec la spectrométrie de masse.  
Pour générer plus de complexe d’intérêt, le variant PelI D58pBpa a été produit à partir du 
plasmide pTdB-PLID58TAG-oCDS dans la souche de D. dadantii kdgK A576. Une mutation dans 
kdgK portée par cette souche permet une plus forte induction du système Out en présence de 
galacturonate. Par ailleurs, pour augmenter la quantité du matériel, le pontage a été réalisé dans 
un volume plus important de la culture, 120 mL. Après une exposition aux UV, les cellules ont 
été cassées par sonication et séparées par ultracentrifugation afin d’isoler la fraction 
membranaire de la fraction soluble. En effet, comme les composants du T2SS sont ancrés dans 
une des membranes, on pourrait s’attendre à ce que les complexes seront membranaires. Ces 
fractions ont été ensuite analysées par l’immunodétection avec les anticorps contre PelI et par la 
coloration au Bleu de Coomassie pour choisir la fraction qui contient plus du complexe 




Figure 21. Détection de complexes formés par PelI D58pBpa dans les fractions cellulaires de 
D. dadantii kdgK A576.  
Les cellules de D. dadantii kdgK A576 portant plasmides pSup-BpaRS-6TRN et pTdB-PLID58TAG-oCDS 
ont été cultivées dans les mêmes conditions que celles dans la Figure 13 mais dans un volume de 120 mL 
(piste 1). Après le pontage (piste 2), les cellules ont été centrifugées, lavées et repris dans le tampon 
TBSE (piste 3), puis, cassées par sonication et centrifugées à 16 000 g pendant 5 min pour éliminer de 
débris cellulaires (piste 4). Le surnageant (piste 5) a été centrifugé à 40 000 g pendant 2 heures pour 
séparer la fraction soluble (piste 6) de la fraction membranaire (piste 7). La quantité de matériel dans 
chaque piste est équivalente à une DO600 de 3,2. L’immunodétection a été réalisée avec les anticorps 
contre PelI (A) et OutD (B). Les complexes formés par PelI D58pBpa sont indiqués par les triangles. 
C) Analyse des fractions cellulaires par la coloration au Bleu de Coomassie. 
D’après ces résultats, pour réaliser l’immunoprécipitation de complexes formés par 
PelI D58pBpa, j’ai choisi la fraction de « débris cellulaires » et la fraction membranaire 
(Figure 21, pistes 4 et 7). L’immunoprécipitation a été réalisée en utilisant les anticorps contre 
PelI qui ont été fixés de façon non-covalente sur la résine de Protein A Sepharose CL-4B. Pour 
l’élution finale de protéines d’intérêt de la résine, plusieurs conditions ont été testées, notamment 
des solutions contenant de détergents et/ou de l’urée afin de décrocher efficacement le complexe 
PelI-OutD. Ensuite, les échantillons ont été séparés dans un gel SDS-PAGE et colorées au bleu 
de Coomassie (Figures 22A et 23) et analysés en parallèle par immunodétection avec les 
anticorps contre PelI et OutD (Figure 22B et C). Ensuite, les bandes d’intérêt ont été découpées 
du gel coloré au Coomassie et envoyées à l’analyse par spectrométrie de masse. Les résultats 




Figure 22. Immunoprécipitation de complexes formés par PelI D58pBpa.  
Les cellules de D. dadantii kdgK A576 portant les plasmides pSup-BpaRS-6TRN et 
pTdB-PLID58TAG-oCDS ont été cultivées, exposées aux UV, cassées et séparées par ultracentrifugation 
comme dans la Figure 21. Pour l’immunoprécipitation, la fraction membranaire ainsi isolée a été 
solubilisée avec de NP-40 1% dans le TBSE et les complexes formés par le PelI D58pBpa ont été 
immunoprécipités avec les anticorps contre PelI fixés sur la résine de Protein A Sepharose CL-4B. Les 
protéines fixées sur la résine ont ensuite été éluées par une solution de 40 mM Tris HCl pH 6.8, 5 % de 
β-mercaptoéthanol, 0,8 % de SDS, 5 % de glycérol (piste 1) ou par une solution de 50 mM Tris HCl 
pH 8.0, 0,2% de SDS et 0,2% de NP-40 (piste 2) et puis, séparées dans un gel de SDS-PAGE 9 % et soit 
colorées au bleu de Coomassie (A) soit révélées par immunodétection avec les anticorps dirigé contre 
PelI (B) et OutD (C). Les bandes indiquées indiquées avec les flèches ont ensuite été découpées du gel et 
analysées par spectrométrie de masse (voir le Tableau 1). Lors de l’immunodétection (panels B et C), afin 
d’éviter une fixation massive des anticorps secondaires sur les chaînes lourdes des anticorps dirigés 
contre PelI (une bande très intense de 55 kDa sur la piste 1 de panel A), une partie correspondante de la 
membrane a été découpée (la position est indiquées avec un triangle noir).  
La coloration du gel au bleu de Coomassie (Figure 22A) et l’immunodétection 
(Figure 22B et C) ont permis de détecter deux complexes appelés PelI-D2 et PelI-D3 qui 
réagissent avec les anticorps dirigés contre PelI (Figure 22B) et OutD (Figure 22C) et qui ont des 
poids moléculaires apparents compatibles avec un complexe PelI-OutD, respectivement de 
140 kDa et 130 kDa. L’analyse par spectrométrie de masse a permis de détecter la présence de 
deux protéines, PelI et OutD, dans le complexe PelI-D2. Dans le complexe PelI-D3, plusieurs 
peptides correspondant à la protéine OutD ont été détectées, mais pas ceux de PelI. Ceci pourrait 
être expliqué par la dégradation du complexe initial formé entre PelI et OutD. Afin d’augmenter 
la quantité du complexe PelI-D2 dans l’éluat final, j’ai réalisé ce type d’experiences cinq fois, 
souvant en modifiant les conditions de fractionnement, d’immunoprécipitation et d’élution. 
Cependant, malheureusement, la quantité de peptides détectés et le pourcentage de recouvrement 
n’a pas permis d’identifier la région précise d’OutD qui interagit avec PelI D58pBpa (voir 
Annexe I, p.186-193). En effet, les complexes formés ont tendance à se dégrader au cours du 
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fractionnement et de l’immunoprécipitation. Ainsi, les peptides correspondants à la région 
périplasmique d’OutD ont été parfois retrouvés dans les bandes de petite taille, par exemple, 
dans le complexe PelI 4 (Figure 22, Tableau 1).  
Ainsi, quelques séries de pontages UV ont été réalisées et traitées d’une manière similaire à 
celle présentée sur la Figure 22. Cependant, pour améliorer la qualité et la richesse de l’éluat 
final, certaines conditions ont été modifiées tout au long de ces expériences, notamment la façon 
de préparer les échantillons (la solubilisation avec différents détergents, conditions du 
fractionnement etc), de procéder l’immunoprécipitation (le temps d’incubation, la quantité des 
anticorps et de la résine, la façon de fixer les anticorps sur la résine). Enfin, plusieurs tampons 
contenant différents détergents et/ou de l’urée ont été utilisés pour permettre une élution 
sélective et efficace des complexes (Figure 23). Par ailleurs, afin d’améliorer la solubilité des 
complexes formés par la sécrétine OutD, j’ai aussi testé le traitment des éluats au phénol et leur 
séparation sur un gel avec urée (résultats non montrés). Plusieurs complexes (une vingtaine au 
total) issus de ces expériences, y compris des complexes de petite taille et des complexes 
d’environ 70-80 kDa ont été envoyés à l’analyse par spectrométrie de masse. Certains de ces 
résultats sont présentés dans le Tableau I et discutés ci-dessous.  
Les deux bandes, d’une taille d’environ 80 kDa, PelI-D4 et PelI-D5, sont très proches sur le 
gel (Figure 22), mais la nature de ces complexes ne semble pas être la même. En effet, l’analyse 
par spectrométrie de masse a démontré que la bande PelI-D4 contient majoritairement des 
peptides d’OutD avec un recouvrement allant de 62% à 80% de la séquence d’OutD. Le poids 
moléculaire apparent de PelI-D4 correspond au monomère d’OutD (Figure 22A et C). Ces 
résultats suggèrent donc que la sécrétine OutD non-crosslinkée serait massivement 
co-immunoprecipitée avec PelI pour constituer la fraction PelI-D4. Ceci est bien compatible avec 
une interaction supposée entre la sécrétine et les protéines à sécréter, mais ce phénomène ne nous 
permet pas de déterminer la nature d’une telle interaction non covalente. Au contraire, la nature 
exacte de la bande encore plus abondante, PelI-D5, reste à préciser. Vu les résultats de 
spectrométrie de masse, il pourrait s’agir soit d’un complexe de PelI avec OmpA, soit d’un 
homodimère de PelI, soit des deux. En effet, les positions de ces deux complexes présumés sont 
très proches entre elles et de celle d’OutD (PelI-D4).  
Comme on peut voir dans le Tableau 1, le poids moléculaire apparent et la composition du 
complexe PelI-D5 serait très proche de ceux de PelI-10, PelI-11, PelI-12 et PelI-13 issus de 
différentes séries d’expériences. Ils semblent correspondre au même type de complexe qui 
contient les peptides de PelI et OmpA. OmpA est une protéine assez majoritaire qui est localisée 
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dans la membrane externe et possède un domaine de liaison au peptidoglycane. PelI pourrait 
éventuellement se retrouver proche de cette protéine pendant l’étape périplasmique du 
recrutement par le T2SS. Une implication du peptidoglycane dans cette étape périplasmique de 
PelI serait aussi envisageable. En effet, lors de traitements d’échantillons issus de pontage-UV, 
j’ai aussi testé leur digestion par le lysozyme. Même si j’ai constaté un certain éclaircissement 
des profils, le traitement au lysozyme n’a pas provoqué la disparition d’un complexe donné 
(résultats non montrés).  
La présence de peptides correspondant au chaperon général GroEL a été détectée dans les 
bandes PelI-10 et PelI-13. GroEL est un chaperon cytoplasmique qui interagit avec les séquences 
hydrophobes des protéines étant sous une forme dépliée. Il n’est pas donc exclu que GroEL 
puisse interagir dans le cytoplasme avec la protéine PelI portant le pBpa.  
 
Figure 23. Résultats de différents tests d’immunoprécipitation de complexes formés par 
PelI D58pBpa.  
Différentes séries de pontages-UV ont été réalisées et traitées d’une manière similaire à celle sur la 
Figure 21. Cependant, selon la nature des fractions utilisées pour l’immunoprécipitation et la composition 
de la solution d’élution, les profils des complexes ainsi élués varient. A) élution avec 50 mM Tris HCl pH 
8.0, 0,2% de SDS et 0,2% de NP-40, B) élution avec 40 mM Tris HCl pH 6.8, 5 % de β-mercaptoéthanol, 
0,8 % de SDS, 5 % de glycérol, C) élution avec la solution de l’urée 6M. La position de chaînes lourdes 
des anticorps dirigés contre PelI est indiquées avec un triangle noir, celle de chaînes legaires, avec une 
etiole. Les bandes indiquées indiquées avec les flèches ont ensuite été découpées du gel et analysées par 
spectrométrie de masse (voir le Tableau 1). 
Il faut aussi mentionner que suite aux procédures d’immunoprécipitation et d’élution, nous 
n’avons pas pu détecter une bande correspondante au complexe PelI-OutC ni par coloration du 
gel au bleu de Coomassie (Figure 23A) ni par immunodétection (non présentée). Néanmoins, 
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l’analyse par spectrométrie de masse a permis de détecter la présence de peptides correspondants 
à la protéine OutC dans la bande de PelI-1 (~40 kDa) (Figure 23A, Tableau 1). Il pourrait s’agir 
d’une petite fraction d’OutC « libre » co-immunoprécipitée avec PelI ou des produits de 
dégradation d’un complexe PelI-OutC. En effet, comme j’ai déjà indiqué, le complexe 
PelID58pBpa-OutC n’est pas stable et se dégrade progressivement même lors de quelques 
congélations-décongélations et de dépôts successifs du même échantillon sur des gels de 
SDS-PAGE réalisés à des jours différents (Figure 20). 
Par ailleurs, la nature d’un autre complexe assez abondant formé par PelI D58pBpa, d’une 
taille d’environ 50 kDa (Figure 21A), reste également à déterminer. La purification de ce 
complexe n’a pas été possible dans mes expériences à cause d’une forte contamination de cette 
zone du gel par la fraction de chaînes lourdes d’anticorps. La fixation des anticorps dirigés 
contre PelI sur la résine d’une manière covalente pourrait permettre de purifier ce complexe en 
quantité et qualité compatibles avec la spectrométrie de masse. 
En conclusion, l’analyse de complexes formés par PelI D58pBpa par spectrométrie de masse 
a permis de confirmer l’interaction directe entre la boucle 3 de PelI et la sécrétine OutD. 
Cependant, la région exacte d’OutD reste à déterminer. La nature exacte de deux complexes 
abondants formés par PelI D58pBpa (de 80kDa et 50kDa) reste à determiner. On peut donc 
supposer que de PelI est impliquée dans l’interaction avec plusieurs protéines via sa boucle 3, 
ces interactions sont indiquées de la façon schematique sur la Figure 24. 
 
Figure 24. Représentation schématique des interactions de PelI D58pBpa  
Les interactions entre PelI D58pBpa et la protéine OutD et le domaine PDZ d’OutC mises en évidence 
par cette étude sont présentées avec les flèches rouges. Certaines autres interactions possibles notamment 
celle avec OmpA ou un partenaire inconnu appelé ici X (qui forme le complexe de 80kDa) et Y (qui 
forme le complexe de 50kDa) sont présentées avec les flèches noires. 
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Tableau 1. Résultats d’analyse par LC/MS/MS : 






































































































































III.1.2. Pontage dirigé in vivo des autres régions non-structurées de PelI. 
Des travaux récents réalisés au laboratoire suggèrent que le domaine Fn3, qui est moins 
conservé entre les pectate lyases homologues PelI et Pel3, porte la majorité de l’information 
indispensable pour la sécrétion de PelI (Pineau et al., 2014). Nous avons mis en évidence que la 
boucle 3 de Fn3 constitue ou fait partie d’un motif de sécrétion et qu’elle interagit directement 
avec les deux composants du système, OutC et OutD. Cependant, la faible quantité de complexes 
formés lors du pontage-UV chez D. dadantii et leur instabilité (surtout du complexe entre PelI et 
OutC) n’ont pas permis de déterminer les zones exactes d’OutC et d’OutD impliquées dans 
l’interaction avec la boucle 3 de Fn3. Il est aussi possible que d’autres régions du domaine Fn3 
puissent également participer à la reconnaissance et recrutement de PelI. Ainsi, on peut 
raisonnablement s’attendre à ce que l’incorporation du pBpa dans certaines autres régions de PelI 
permet la formation des complexes avec les composants du T2SS.  
Dans cette nouvelle recherche de signaux de sécrétion potentiels, nous avons, tout d'abord, 
exploité les régions du domaine Fn3 moins conservées entre PelI et Pel3. Nous avons donc 
choisi quelques résidus situés sur les boucles et bien exposés à la surface : la boucle 2 (S42 et 
K43), la boucle 5 (T78, S80, G81, L82 et N83) et la boucle 6 (E93 et N94) (Figures 11 et 25).  
Pour tester les positions sélectionnées dans les conditions du T2SS fonctionnel, les variants du 
gène pelITAG ont été exprimés dans une souche de D. dadantii kdgK A576 car la mutation kdgK 
permet une plus forte induction du système Out. Le variant PelI D58pBpa a été utilisé comme 
control positif (Figure 25).  
Ces résultats montrent que certains variants de PelI portant le pBpa génèrent des complexes 
d’une taille d’environ 80 kDa, similaires au complexe majoritaire formé par PelI D58pBpa 
(Figure 25). Ce type de complexes a été observé avec les substitutions de S42 et K43 (boucle 2), 
G81 et N83 (boucle 5) et N94 (boucle 6). Il est donc bien possible qu’ils soient formés grâce à 
l’interaction de PelI avec le même partenaire. En effet, selon les endroits exacts de pontage, les 
complexes formés par les mêmes protéines peuvent avoir des formes différentes, par exemple, de 
type « X », « Y » ou « V », et ils migrent donc un peu différemment sur le gel SDS PAGE (voir 
aussi l’explication sur la Figure 2 de Wang et al., 2012, p.253). L’analyse de ces complexes avec 
les anticorps dirigés contre certains composants (OutC, OutK, OutL) n’a pas donné une réponse 








Figure 25. Pontage dirigé des régions non-structurées du domaine Fn3 de PelI chez D. dadantii 
kdgK.  
(A) Les cellules de D. dadantii kdgK A576 ont été transformées avec pSup-BpaRS-6TRN pBS-PLITAG. 
Le résidu de PelI substitué dans ce dernier plasmide est indiqué en haut. Les cultures ont été réalisées 
pendant 8 heures dans les mêmes conditions que celles indiquées dans Figure 15 et analysées de la même 
manière par immunodétection avec des anticorps dirigés contre PelI. Les complexes formés sont indiqués 
avec les triangles et les bandes non-spécifiques, avec les étoiles. (B) Les résidus substitués sont présentés 
en rouge sur les parties correspondantes de la structure.  
Nous nous sommes intéressés aux conditions de formation de tels complexes. Ainsi, si ces 
complexes sont générés lors du processus de sécrétion, ils ne seront plus formés dans une souche 
non-sécrétrice de D. dadantii. Afin de vérifier cette hypothèse, les variants de PelI mentionnés 
ci-dessus ont été exprimés dans une souche de D. dadantii ∆outC. Pour comparer les deux 
conditions en parallèle (sécrétion + ou −), la mutation d’OutC a été complémentée ou non avec 
une version d’outC plasmidique, respectivement le plasmide pTdB-PLITAG-oCDS et 
pTdB-PLITAG. Cependant, à l’exception du variant PelI D58pBpa, les profils de pontage UV 
observés dans les deux cas ont été similaires (résultats non montrés). Il est donc peu probable 
que la formation de complexes observés soit liée directement au fonctionnement du T2SS. 
Pourtant, on ne peut pas complètement exclure qu’une protéine non identifiée puisse jouer le rôle 
d’un chaperon et interagir avec les substrats du T2SS avant leur recrutement par la machinerie. 




Cependant, vu que les complexes formés par les variants de PelI S42, K43, G81, N83 et N94 
sont encore moins abondants que ceux de D58 (Figure 25), nous n’avons pas entamé des essais 
de leur production massive et co-imunoprécipitation en vue d’une analyse par spectrométrie de 
masse. Effectivement, vu les difficultés rencontrées lors de l’analyse du complexe de cette taille 
formé par PelI D58pBpa, pourtant beaucoup plus abondant, nous n’avons pas considéré cet axe 
comme prioritaire. Bien que la nature de ces complexes reste à déterminer, ces résultats 
suggèrent que les régions non-structurées du domaine Fn3 de PelI soient impliquées dans 
l’interaction avec un partenaire non identifié avant le recrutement de PelI par le système Out. Par 
ailleurs, même si les résidus ainsi substitués (Figure 25) ne recouvrent pas complètement toutes 
les zones non-structurées de Fn3, il semble que l’interaction de Fn3 avec OutC et OutD ne soit 
pas si fréquente et serait limitée à la boucle 3. 
III.1.3. Pontage dirigé in vivo de brins-β du domaine Fn3 de PelI. 
Des résultats récemment obtenus au laboratoire par double hybride bactérien et résonance de 
plasmons de surface ont démontré que le domaine Fn3 de PelI interagit avec le domaine N1 de la 
sécrétine OutD (Pineau et al., 2014). La même interaction a été également détectée avec le 
domaine Fn3 de Pel3 (l'homologue de PelI chez P. carotovorum). Ces résultats peuvent suggérer 
que certaines zones conservées entre PelI et Pel3 soient impliquées dans l’interaction avec le 
domaine N1 d’OutD. Puisque les brins β sont les zones les plus conservées entre les deux pectate 
lyases, nous avons considéré une implication possible de tels éléments structuraux dans 
l’interaction entre Fn3 et OutD. Cette hypothèse semble d’autant plus probable que les protéines 
sécrétées par le T2SS sont généralement riches en brins β et leur implication dans la 
reconnaissance des substrats a été suggérée auparavant (voir aussi le Chapitre VIII.5.2, p. 113.  
 
 
Figure 26. Résidus situés dans les brins β du domaine Fn3 de PelI sélectionnés pour 
l’incorporation du pBpa.  
A) Alignement de séquences des domaines Fn3 des pectate lyases PelI et Pel3. Les résidus à substituer 
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sélectionnés dans les régions structurées de Fn3 sont représentés en vert. B) Structure du domaine Fn3 de 
PelI avec les résidus sélectionnés présentés en vert. D58 situé dans la boucle 3 est présenté en rouge.  
Les variants de PelI portant les substitutions du pBpa à la place de résidus sélectionnés ont été 
analysés par le pontage dirigé in vivo dans la souche de D. dadantii kdgK A576 (Figure 27).  
Le variant PelI E61pBpa a généré deux complexes, similaires à ceux formés par PelI 
D58pBpa : un complexe d’une taille d’environ 80 kDa et un autre d’environ 50 kDa (Figure 27). 
De plus, un complexe d’une taille d’environ 55 kDa a été observé avec le variant PelI L66pBpa 
L’analyse de ces complexes avec les anticorps dirigés contre certains composants (OutC, OutK, 
OutL) n’a pas donné une réponse positive. 
 
Figure 27. Pontage dirigé de brins-β du domaine Fn3 de PelI chez D. dadantii.  
Les cellules de D. dadantii kdgK A576 ont été transformées avec les plasmides pSup-BpaRS-6TRN et 
pTdB-PLITAG-oCDS. Le résidu de PelI substitué dans ce dernier plasmide est indiqué en haut. Les 
cultures ont été réalisées dans les mêmes conditions que celles indiquées dans Figure 15. Les cellules ont 
été ensuite prélevées et exposées aux UV pendant 3 min (+) ou non (-) et analysées par immunodétection 
avec les anticorps dirigés contre PelI. Les complexes formés sont indiqués avec les triangles.  
Il faut aussi remarquer qu’aucun complexe d’un haut poids moléculaire, compatible avec la 
sécrétine OutD n’a été détecté. Ces résultats ne semblent pas être cohérents avec les analyses 
réalisées récemment au laboratoire par le pontage disulfure (Pineau et al., 2014). Cette dernière 
étude a suggéré que la proximité entre le brin β4 de Fn3 et le brin β6 du domaine N1 d’OutD 
serait adéquate à la formation d’un pont disulfure. Cependant, le pontage dirigé in vivo nécessite 
une proximité plus importante entre les partenaires (d’environ 4 Å), contre une distance de 
6 à 8 Å, dans le cas de pontage disulfure. Par ailleurs, il ne peut pas être complètement exclu que 
l’incorporation du pBpa affecte cette interface présumée.  
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II.2. Pontage dirigé in vivo du linker entre les deux domaines de PelI. 
Les deux domaines de PelI sont connectés par un linker flexible de 18 résidus. Cette région 
n’est pas visible sur la structure tridimensionnelle de PelI. Par contre, dans la structure de Pel3 
résolue récemment au laboratoire, ce linker occupe un grand espace et se situe en partie à côté de 
la boucle 3 du domaine Fn3 en formant une espèce de poche entre ces deux éléments structuraux 
(Figure 28). Or, comme nous l’avons démontré ci-dessus, la boucle 3 de Fn3 est impliquée dans 
la reconnaissance de PelI et interagit directement avec OutC et OutD. Il n’est donc pas exclu que 
ces deux régions, le linker entre les deux domaines et la boucle 3, agissent ensemble. De plus, la 
partie N-terminale du linker, impliquée dans la formation de cette poche avec la boucle 3 de Fn3 
n’est pas conservée, elle est constituée de cinq résidus (APNAG) dans PelI contre seulement 
trois (APA), dans Pel3 (Figure 28A, la zone en rose). Ces cinq résidus situés au début du linker 
de PelI ont donc été remplacés par le pBpa : A106, P107, N108, A109, G110 (Figure 28A).  
 
Figure 28. Positions dans le linker entre les domaines Fn3 et catalytique de PelI sélectionnées 
pour l’incorporation du pBpa.  
A) Alignement des séquences des pectate lyases PelI et Pel3. Les résidus sélectionnés pour 
l’incorporation de pBpa sont représentés en rose. B) Superposition des structures de PelI (en bleu) et Pel3 
(en vert). Le linker entre les deux domaines n’est visible que dans la structure de Pel3. Les résidus 






Tout d’abord, la sécrétion de variants PelI portant le pBpa à la place de l’un de ces résidus a 
été analysée chez D. dadantii (Figure 29). On peut constater que la sécrétion de variants 
PelI A106pBpa, PelI P107pBpa et PelI G110pBpa est fortement affectée voir complètement 
arrêtée (Figure 29 ; comparer les pistes 2, 3 et 6 par rapport à 1). Par contre, les variants 
PelI N108pBpa et PelI A109pBpa restent partiellement sécrétés (Figure 29 ; pistes 4 et 5). Ce 
test suggère donc que cette région reliant les deux domaines de PelI n’est pas un simple linker 
mais elle est importante pour la reconnaissance de PelI par le système Out. Il est donc possible 
que cette region puisse interagir directement avec les composants du T2SS.  
 
Figure 29. Test de sécrétion de variants PelI portant le pBpa dans le linker entre le domaine Fn3 
et domaine catalytique.  
Les cellules de D. dadantii pelI− A3776 ont été transformées avec pSup-BpaRS-6TRN et 
pTdB-PLITAG-oCDS. Le résidu de PelI substitué dans ce dernier plasmide est indiqué en haut. Les 
cultures ont été réalisées dans les mêmes conditions que celles indiquées dans Figure 14 et analysées de la 
même manière par immunodétection avec des anticorps dirigés contre PelI et PelD. La quantité de 
protéines détectée dans le surnageant (S) indique l’efficacité de la sécrétion. Les positions des pectate 
lyases PelI, PelD et PelE sont indiquées avec les flèches (les anticorps dirigés contre PelD cross-
réagissent avec PelE qui possèdent 62% d’identité avec PelD).  
Le pontage dirigé réalisé chez D. dadantii a démontré que tous les cinq variants de PelI testés 
génèrent des complexes (Figure 30). La présence d’un complexe majoritaire d’une taille 
d’environ 80 kDa a été observée avec tous les variants même si la taille exacte de ces bandes 




Figure 30. Pontage dirigé chez D. dadantii pelI− du linker entre deux domaines de PelI.  
Les cultures de D. dadantii pelI− A3776 portant les mêmes plasmides que dans la figure 29 ont été 
réalisées dans les mêmes conditions. Les cellules ont été ensuite prélevées et exposées aux UV pendant 3 
min (+) ou non (-) et analysées par immunodétection avec des anticorps dirigés contre PelI. Les 
complexes formés sont indiqués avec les triangles blancs et noirs, la bande non-spécifique, avec une 
étoile.  
Dans le cas de PelI A106pBpa, le poids apparent de cette bande est très différent, il pourrait 
donc s’agir d’un complexe avec un autre partenaire que pour les variants de P107 à G110. 
Remarquablement, dans le cas de PelI A109pBpa plusieurs complexes abondants ont été 
observés en plus, notamment les deux très majoritaires, un d’environ 90 kDa et un autre 
d’environ 60 kDa (indiqués avec les triangles blancs). Ce type de complexes n’a pas été observé 
avec les deux variants adjacents, N108 et G110 indiquant que la proximité entre les partenaires 
nécessaire à la formation de ces deux complexes n’est atteinte que dans le cas de PelI A109pBpa. 
Il faut aussi indiquer que contrairement au PelI G110pBpa, le variant PelI A109pBpa est sécrété 
et donc les complexes qu’il génère peuvent refléter des interactions au cours de la sécrétion. Par 
ailleurs, dans la zone de 110 à 170kDa qui pourrait contenir des complexes d’OutD, plusieurs 
bandes ont été observées pour les variants de PelI portant le pBpa à la place de N108, A109 et 
G110 (Figure 30). 
Nous nous sommes intéressés à la nature de ces complexes. Comme la taille de certains 
bandes observées avec PelI A106pBpa (~75 kDa) et PelI A109pBpa (~60 kDa) serait compatible 
avec un complexe entre PelI et OutC, ces échantillons ont été analysés avec des anticorps dirigés 




Figure 31. Pontage dirigé in vivo de variants PelI A106pBpa et PelI A109pBpa.  
Les échantillons issus du pontage dirigé in vivo présentés sur la Figure 27 ont été analysés en parallèle 
avec des anticorps dirigés contre PelI et OutC. Les positions de PelI et OutC sont indiquées avec les 
flèches. Les complexes formés sont indiqués avec les triangles, les bandes non spécifiques sont indiquées 
avec les étoiles. 
Aucun complexe spécifique n’a été observé avec des anticorps dirigé contre OutC 
(Figure 31A et B). L’analyse des mêmes échantillons avec des anticorps dirigés contre certains 
autres composants du T2SS (OutG, OutL et OutM) n’a pas donné non plus une réponse positive 
(non montré). Ces résultats suggèrent donc que cette région du linker de PelI n’est pas impliquée 
dans l’interaction avec les composants OutC, OutG, OutL ou OutM et les complexes observés 
sont formés avec d’autres protéines. 
Cependant, l’analyse de ces mêmes échantillons avec des anticorps dirigés contre OutD a 
démontrée que le complexe de 140 kDa serait formé grâce à l’interaction de PelI A109pBpa avec 
la sécrétine (Figure 32A). Afin de confirmer la nature spécifique de ce complexe, nous avons 
réalisé le pontage dirigé in vivo en parallèle, chez E. coli et D. dadantii (Figure 32B). On peut 
constater, que le complexe entre PelI A109pBpa et OutD n’est formé que chez D. dadantii. Ceci 





Figure 32. Pontage dirigé in vivo du variant PelI A109pBpa. 
Les cultures de D. dadantii pelI− A3776 et E. coli MC4100 portant les mêmes plasmides : 
pSup-BpaRS-6TRN et pTdB-PLI A109pBpa-oCDS ont été réalisées dans les mêmes conditions. Les 
cellules ont été ensuite prélevées et exposées aux UV pendant 3 min (+) ou non (-). (A) Les cellules de 
D. dadantii ont été analysées par immunodétection avec des anticorps dirigés contre PelI et OutD (B) Les 
cellules de D. dadantii et E. coli ont été testées en parallèle. Les positions de protéines PelI et OutD et du 
complexe PelI-OutD sont indiquées avec les flèches et la bande non-spécifique, avec une étoile.  
En conclusion, le pontage dirigé in vivo a permis de démontrer que le linker entre deux 
domaines de PelI n’est pas une simple liaison, il est directement impliqué dans l’interaction avec 
la sécrétine OutD chez D. dadantii. De plus, cette région est aussi impliquée dans l’interaction 
avec une ou plusieurs protéines, dont la nature reste à déterminer.  
II.3. Pontage dirigé du domaine catalytique. 
Nous avons démontré que le domaine Fn3 de PelI est impliqué dans l’interaction avec les 
composants du T2SS et avec certains autres partenaires d’une nature inconnue. Nous avons déjà 
précisé que le domaine Fn3 semble porter la majorité de l’information, différente entre les 
pectate lyases homologues PelI et Pel3 (Chapitre 1 de Pineau et al., 2014). En effet, Pel3 n’est 
pas secrétée par le système Out de D. dadantii et l’hybride Fn3(PelI)/Cat(Pel3) qui contient le 
domaine Fn3 de PelI et domaine catalytique de Pel3 est beaucoup mieux secrété que l’hybride 
inverse Fn3(3)/Cat(I). Cependant, ce dernier hybride est secrétée quand même plus efficacement 
par D. dadantii que la protéine Pel3 native (Figure 2B, Pineau et al., 2014). Ces derniers résultats 
suggèrent que le domaine catalytique de PelI possède aussi quelques déterminants de la sécrétion 
spécifiquement reconnus par le système Out de D. dadantii. Ceci fait du domaine catalytique une 
cible intéressante pour le pontage dirigé in vivo.  
Nous avons choisi neuf résidus dans le domaine catalytique : N145, D146 et K149 (boucle A), 





Figure 33. Positions dans le domaine catalytique de PelI sélectionnées pour l’incorporation du 
pBpa.  
A) Alignement des séquences des domaines catalytiques de PelI et Pel3. Les résidus sélectionnés pour 
l’incorporation du pBpa sont soulignés en jaune, les brins β sont affichés comme les traits noirs, les 
boucles, avec les flèches. B) Structure de PelI avec les résidus sélectionnés pour l’incorporation du pBpa 
présentés en rouge. La boucle 3 du domaine Fn3 est indiquée en rouge.  
Tout d’abord, la production de ces variants en présence et en absence du pBpa a été analysée 
chez E. coli (Pineau et al., 2014, Figure S5, panel droit, p.236). De façon étonnante, les variants 
portant le codon TAG à la place de codons de Y218, K221 et D223 ont généré, en absence du 
pBpa, une forme courte qui correspond à l’arrêt de la traduction par le codon TAG ainsi introduit. 
En présence du pBpa, ces variants ont généré deux formes, une forme courte, déjà mentionnée, et 
une forme entière, issue de la traduction complète et de l’incorporation du pBpa à la place de ces 
résidus.  
Par la suite, la sécrétion de tous ces variants de PelI a été analysée chez D. dadantii en 








qu’une forme entière qui, à l’exception du Q319 a été bien sécrétée (Figure 34 panel en haut). 
Par contre, les variants Y218, K221 et D223 ont de nouveau généré les deux formes (Figure 34 
panel en bas). Leurs formes entières n’ont pas été très abondantes mais été plus tôt bien sécrétées. 
De plus, leurs formes courtes ont été aussi partiellement secrétées par le T2SS. Effectivement, on 
peut constater qu’une protéine cellulaire de 55 kDa (indiquée avec une étoile et utilisée comme 
contrôle négatif) ne passe pas dans le surnageant. 
 
Figure 34. Test de sécrétion de variants de PelI portant le pBpa dans le domaine catalytique.  
Les cellules de D. dadantii pelI− A3776 ont été transformées avec pSup-BpaRS-6TRN et 
pTdB-PLITAG-oCDS. Le résidu de PelI substitué dans ce dernier plasmide est indiqué en haut. Les 
cultures ont été réalisées dans les mêmes conditions que celles indiquées dans Figure 14 et analysées de la 
même manière par immunodétection avec des anticorps dirigés contre PelI. Les positions de protéines 
PelI entières et tronquées (PelIC) sont indiquées avec les flèches. La quantité de protéines détectée dans le 
surnageant (S) indique l’efficacité de la sécrétion. Une protéine non-spécifique (indiquée avec une étoile) 
indique l’absence d’une fuite cellulaire. 
Le pontage UV réalisé dans les mêmes conditions a permis d’observer des complexes formés 
par certains de ces variants, notamment N145, D146, Q319 (Figure 35A), Y218, K221 et D223 
(Figure 35B). La présence d’une bande d’une taille d’environ 120 kDa a été observée pour les 
substitutions de N145, D146 et Y218. Ce complexe pourrait être formé avec la sécrétine OutD, 
car sa taille est proche des complexes PelI-OutD observés pour PelI D58pBpa et PelI A109pBpa. 
Cependant, l’analyse de ces échantillons avec des anticorps dirigés contre OutD n’a pas donné 
une réponse positive (Figure 35A, panel droit). Il pourrait donc s’agir d’un complexe de PelI 
avec une autre protéine.  
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Plusieurs bandes ont été observées avec les variants PelI K221pBpa et PelI D223pBpa 
notamment : une d’environ 70 kDa et une autre, vers 50 kDa (Figure 35B, indiquées avec un 
triangle blanc et un point noir, respectivement). De plus, plusieurs bandes moins intenses situées 
entre 45 Da et 40 kDa pourraient correspondre aux produits de dégradation d’un de ces 
complexes initiaux. L’analyse des mêmes échantillons avec des anticorps dirigés contre OutC à 
permis de démontrer que le complexe de 70 kDa serait formé avec OutC (Figure 35B panel 
droit). Par ailleurs aucun complexe spécifique n’a été détecté avec les anticorps dirigés contre 
OutD (non montré).  
 
Figure 35. Pontage dirigé du domaine catalytique de PelI chez D. dadantii pelI− 
Les cultures de D. dadantii pelI− A3776 portant les mêmes plasmides que dans la figure 34 ont été 
réalisées dans les mêmes conditions. Les cellules ont été ensuite prélevées et exposées aux UV pendant 3 
min (+) ou non, (-) et analysées par immunodétection avec des anticorps dirigés contre PelI, OutD et 
OutC. Les complexes formés sont indiqués avec les triangles et les points, les bandes non-spécifiques, 
avec les étoiles.  
Par la suite, je me suis intéressé plus en détails à la sécrétion de formes courtes générées par 
les substitutions de Y218, K221 et D223 car le test de sécrétion (Figure 34) a montré que ces 
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formes sont secrétées par le T2SS. J’ai donc réalisé les tests de sécrétion en absence du pBpa 
dans le milieu, lorsque seules les formes courtes de Y218, K221 et D223 sont produites 
(Figure 36). Par contre, le variant PelI D146TAG, utilisé comme un contrôle négatif, n’est pas 
produit en absence de pBpa. 
On peut constater que les formes courtes de variants Y218, K221 et D223 sont sécrétées avec 
une efficacité comparable à celle de PelI sauvage (Figure 36). La production de formes courtes 
n’influence pas la sécrétion des pectate lyases natives, PelD et PelE (Figure 36), et en absence 
d’un T2SS fonctionnel, dans une souche D. dadantii ∆outC, les formes courtes ne sont plus 
sécrétées (non montré). 
 
Figure 36. Test de sécrétion de formes courtes de PelI.  
Les cellules de D. dadantii pelI− ont été transformées uniquement avec le plasmide pTdB-PLITAG-oCDS. 
Les résidus substitués par le codon TAG sont indiqués en haut de la figure. Les cultures ont été réalisées 
pendant 8 heures dans BL avec du galacturonate mais sans pBpa. Les surnageants et cellules ont été 
séparées par centrifugation et analysés par immunodétection avec des anticorps dirigés contre PelI et 
PelD. La quantité de protéines détectée dans le surnageant (S) indique l’efficacité de la sécrétion. Les 
positions de PelI entière (PelI), sa forme courte (PelIc) et les pectate lyases PelD et PelE sont indiquées 
avec les flèches.  
On peut donc conclure que les formes courtes de PelI se comportent comme les vrais substrats 
de T2SS. Pourtant, si on compare la structure d’une PelI courte avec celle de PelI entière, on 
peut constater qu’une moitié du domaine catalytique est absente dans la version courte 
(Figure 37). Cependant, la version courte de PelI possède toujours la boucle 3 du domaine Fn3, 




Figure 37. Structures de PelI entière et une de forme courte (PelIc D223).  
La structure de PelI est présentée en bleu, la structure de la PelI tronquée à partir du résidu D223 est en 
vert. La boucle 3 est indiquée en rouge.  
Une expérience supplémentaire a donc été réalisée pour vérifier si la sécrétion de la forme 
courte de PelI est toujours dépendante du domaine PDZ d’OutC (Figure 38). Dans ce but, la 
sécrétion de formes courtes PelIc K221 et PelIc D223 a été testé chez D. dadantii ∆outC A5413 
dans deux contextes différents, 1) en présence d’une version sauvage d’OutC ou 2) en présence 
d’une version OutC∆PDZ qui ont été exprimées sur le même plasmide que la PelI mutée. On peut 
remarquer que la sécrétion des formes courtes de PelI est affectée en absence du domaine PDZ 
(Figure 38 ; comparer pistes 1 avec 2 et 3 avec 4). La sécrétion des pectate lyases natives, PelD 
et PelI, utilisées comme contrôle positive, est complètement arrêtée en absence du domaine PDZ. 
Ces résultats démontrent donc que malgré l’absence d’une partie importante de la protéine, les 
formes courtes de PelI sont toujours prises en charge par le T2SS et interagissent correctement 
avec le domaine PDZ d’OutC. Ce substrat minimal du T2SS présente donc un modèle très 
attractif pour de futures études. 
 
Figure 38. Sécrétion de formes courtes de PelI en présence et en absence du domaine PDZ 
d’OutC.  
L’expérience a été réalisée dans une souche de D. dadantii pelI−∆outC A5413 transformée avec et soit 
pTdB-PLITAG-oCDS (PDZ +), soit pTdB-PLITAG-oC∆PDZDS (PDZ −). Les résidus substitués par le codon 
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TAG sont indiqués en haut de la figure. Les cultures ont été faites dans les mêmes conditions que celles 
indiquées dans Figure 36 et analysées de la même manière par immunodétection avec des anticorps 
dirigés contre PelI et PelD. La quantité de protéines détectée dans le surnageant (S) indique l’efficacité de 
la sécrétion. Les positions de PelI court (PelIc) et des pectate lyases PelD et PelE sont indiquées par des 
flèches.  
En conclusion, le pontage dirigé in vivo en utilisant la protéine PelI marquée par le pBpa a 
permis de mettre en évidence les interactions suivantes :  
1. la boucle 3 du domaine Fn3 interagit avec le domaine PDZ d’OutC.  
2. la boucle 3 du domaine Fn3 interagit avec la sécrétine OutD.  
3. la boucle 3 et les autres régions non-structurées du domaine Fn3 et du linker entre les 
deux domaines sont systématiquement impliquées dans l’interaction avec un partenaire 
inconnu. La taille du complexe formé (~80 kDa) suggère qu’il peut s’agir d’une protéine 
d’environ 40 à 50 kDa. La nature de cette protéine reste à déterminer.  
4. une autre région au sein de domaine catalytique (boucle C) est aussi impliquée dans 
l’interaction avec OutC. 
5. le linker situé entre les deux domaines de PelI est impliquée dans l’interaction avec la 
sécrétine OutD.  
Ces résultats démontrent donc une implication directe de deux composants, OutC et OutD, 
dans l’interaction avec une protéine à sécréter (PelI) lors du processus de sa sécrétion et 
indiquent que les zones non structurées de PelI seront en contact direct avec ces composants. 
Une de ces régions de PelI, la boucle 3, interagit au même temps avec le domaine PDZ d’OutC 
et avec la sécrétine OutD. Par ailleurs, les zones non structurées de PelI seront également en 
contact avec d’autres protéines de D. dadantii dont la nature reste à déterminer. Il n’est donc pas 
exclu, qu’après son arrivée dans le périplasme mais avant le recrutement par la machinerie T2SS, 




IV. Pontage dirigé in vivo de la protéine OutC. 
OutC est un composant du T2SS situé dans la membrane interne. Cette protéine est 
particulièrement importante pour le fonctionnement du système et est impliquée dans les 
nombreuses interactions au sein de T2SS (Korotkov et al., 2006; Login et al., 2010 ; 
Douzi et al., 2011; Korotkov et al., 2011; Gu et al., 2012). OutC est une protéine bitopique, elle 
possède une courte région cytoplasmique, un segment transmembranaire (TMS) et une large 
région périplasmique. La partie périplasmique d’OutC est composée de deux domaines : HR et 
PDZ. Le domaine HR est impliqué dans de nombreuses interactions avec la sécrétine OutD 
(Korotkov et al., 2006; Login et al., 2010 ; Douzi et al., 2011; Korotkov et al., 2011; 
Gu et al., 2012). Le domaine PDZ est un module optionnel, qui n’est pas présent dans tous les 
GspC (Chapitre VIII.4.3.2). Chez D. dadantii, le domaine PDZ est indispensable à la sécrétion 
des pectate lyases majeures et assure la spécificité de leur sécrétion (Bouley et al., 2001). 
Comme en général, les domaines PDZ sont impliqués dans diverses interactions protéine-
protéine, le PDZ d’OutC a aussi été soupçonné d’interagir avec ses substrats. Cependant, aucune 
interaction impliquant le PDZ de GspC n’a été démontrée. De plus, certains substrats (PemA et 
CelZ) sont secrétés par le système Out de D. dadantii même en absence du domaine PDZ. Ceci 
suggère que ce domaine joue un rôle particulier vis-à-vis d’un groupe des substrats.  
Dans les chapitres suivants, j’ai utilisé la technique du pontage dirigé in vivo afin d’analyser 
les interactions de ces deux domaines périplasmiques d’OutC, PDZ et HR, avec les autres 
composants du système et les protéines sécrétées. La majorité de ces expériences a été réalisée 
chez E. coli car en cette période de ma thèse, la technique de pontage dirigé in vivo chez 
D. dadantii n’avait pas encore été mise au point. 
IV.1. Pontage dirigé in vivo du domaine PDZ. 
Tout d’abord, nous avons utilisé le domaine PDZ comme une cible pour incorporer le pBpa. 
L’interaction des domaines PDZ eucaryotes avec leurs substrats est effectuée grâce à la fixation 
d’un brin-β antiparallèle dans le site actif du domaine. Ce site de fixation est présenté par l’hélice 
?B et les brins ?A et ?B (Chapitre VIII.4.3.2, p.81). De plus, la séquence GLGF située dans la 
boucle à côté du brin βB, joue un rôle important dans l’interaction avec le substrat. Par contre, le 
domaine PDZ de protéines GspC ne possède pas une telle séquence GLGF 
(Korotkov et al., 2006) et dans ce cas là, l’interaction avec le substrat pourrait s’effectuer 
autrement. L’étude structurale du domaine PDZ de V. cholerae a suggéré que le site actif de ce 
domaine est assez large et pourrait fixer une hélice α externe (Korotkov et al., 2006 ; et 
Chapitre VIII.4.3.2. p. 83). 
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Après une analyse des séquences des domaines PDZ de différents GspC, nous avons choisi 
dix résidus situés au sein du site actif potentiel (Figure 39A et 39B). Nous avons exploité le brin 
βA (P192 et M194), βB (K198 et L199), l’hélice αB (A235, E236, K239, M242 et E243) et 
A246.  
 
Figure 39. Résidus dans le domaine PDZ sélectionnés pour l’incorporation du pBpa.  
A) Alignement des séquences des domaines PDZ de protéines GspC de différents T2SSs. Les résidus 
sélectionnés pour l’incorporation du pBpa sont indiqués avec les flèches rouges. B) Structure du domaine 
PDZ d’OutC de D. dadantii avec les résidus sélectionnés présentés en rouge.  
Tout d’abord, nous avons testé la production de ces variants en présence et en absence du 
pBpa chez E. coli MC4100 (Figure 40). Les variants portant les substitutions à la place de 
résidus P192, M194, K198 et L199 ont été produits même en absence du pBpa. De plus, dans 
cette condition, on détecte deux formes de la protéine : une forme entière et une forme courte. La 
forme courte est produite à cause d’arrêt de traduction par le codon TAG introduit. La forme 
entière en absence du pBpa est produite grâce à la translecture traductionnelle (« read through ») 
et contient un autre acide aminé à la place du codon TAG. Ainsi, même si en présence du pBpa 
seule la forme entière d’OutC est produite, on ne peut pas estimer si le pBpa a été bien incorporé 




Figure 40. Efficacité de l’incorporation du pBpa dans le domaine PDZ chez E. coli MC4100.  
Les cellules d’E. coli MC4100 ont été transformées avec deux plasmides, pSup-BpaRS-6TRN et 
pTdB-PLI-oCTAGDS. Le résidu d’OutC substitué dans ce dernier plasmide est indiqué en haut. Les 
cultures ont été réalisées dans les mêmes conditions que celles dans Figure 12, en absence (−) ou en 
présence (+) de pBpa 1mM, et analysées par immunodétection avec des anticorps dirigés contre OutC. 
Les positions de protéines OutC entière et tronquée (OutCC) sont indiquées avec les flèches, la bande non-
spécifique, avec une étoile. 
Par contre, pour la majorité des variants portant les substitutions dans hélice αB, la 
translecture traductionnelle a été très faible (A235, M242 et A246) ou inexistante (E243) 
(Figure 40B). Ces variants, à l’exception d’OutC E236, n’ont été massivement produits qu’en 
présence du pBpa indiquant son incorporation spécifique dans ces protéines. Ces variants ont 
donc été utilisés pour le pontage dirigé. Cependant, afin d’éviter toute interférence possible des 
formes minoritaires sans pBpa, ces expériences ont été réalisées en présence et en absence du 
pBpa (Figure 41).  
 
Figure 41. Pontage dirigé ciblant l’hélice-αB du domaine PDZ d’OutC. 
Les cellules d’E. coli MC4100 ont été transformées avec deux plasmides, pSup-BpaRS-6TRN et 
pTdB-PLI-oCTAGDS. Le résidu d’OutC substitué dans ce dernier plasmide est indiqué en haut. Les 
cultures ont été réalisées dans les mêmes conditions que celles indiquées dans Figure 13. Les cellules ont 
été ensuite prélevées et exposées aux UV pendant 3 min (+) ou non (−) et analysées par immunodétection 
avec des anticorps dirigés contre OutC. Les complexes formés sont indiqués avec les triangles. Les 
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positions de protéines OutC entière et tronquée (OutCC) sont indiquées avec les flèches, la bande non-
spécifique, avec une étoile. 
Dans ces expériences, réalisées chez E. coli, le variant d’outC d’intérêt a été co-exprimé avec 
les gènes outD, outS et pelI à partir du même plasmide pTdB-PLI-oCDS (Figure 41). Deux 
complexes, d’une taille d’environ 55 et 65 kDa, ont été observés avec le variant OutC K239pBpa. 
Ces complexes n’ont été formés qu’en présence du pBpa et suite à l’irradiation des cellules par 
UV indiquant leur nature spécifique. L’analyse de ces complexes avec des anticorps dirigés 
contre PelI et OutD n’a pas donné une réponse positive (non montré). Ceci peut suggérer que ces 
deux complexes sont formés grâce à la dimérisation d’OutC via le domaine PDZ ou par 
l’interaction avec une (des) protéine(s) d’E. coli. Par contre, aucun complexe spécifique n’a été 
détecté avec aucun autre variant ici testé (par exemple, OutC A246pBpa sur Figure 41). 
Pour analyser plus en détail les conditions de formation des complexes par le variant 
OutC K239pBpa, j’ai testé l’influence d’autres composants de système Out et des pectinases. 
Dans ce but, les composants de la membrane interne OutL et OutM et l’ATPase OutE, ont été 
co-exprimés avec le variant OutC K239pBpa en présence et en absence de la sécrétine OutD et 
les pectate lyases PelI et PelB (Figure 42).  
 
Figure 42. Effet d’OutD et de pectinases sur la formation du complexe par OutCK239pBpa.  
Les cellules d’E. coli MC4100 ont été transformées avec les plasmides pSup-BpaRS-6TRN, pBAD:ELM 
et un troisième plasmide portant outC239TAG soit seule, soit avec outD, soit avec pelB soit avec pelI, 
soit avec outD et pelI (la présence d’OutD et/ou de la protéine sécrétée est indiquée en haut). Les cultures 
ont été réalisées dans les mêmes conditions que celles dans Figure 13. Les cellules ont été ensuite 
prélevées et exposées aux UV pendant 3 min (+) ou non (−) et analysées par immunodétection avec des 
anticorps dirigés contre OutC. Le complexe formé est indiqué avec un triangle. La position d’OutC est 
indiquée avec une flèche, la bande non-spécifique, avec une étoile. 
Tout d’abord, on peut constater qu’en présence d’OutE, L, M dans cette expérience, un seul 
complexe est formé (Figure 42). Il correspond au complexe de plus haut poids moléculaire 
observé en absence d’OutE, L, M (Figure 41, triangle blanc). Ceci suggère que la présence de 
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composants de la membrane interne stabilise OutC et empêche la dégradation du complexe 
formé par OutCK239pBpa. Par ailleurs, l’abondance de ce complexe dépend fortement de la 
présence d’une protéine sécrétée (PelI ou PelB) et de la sécrétine OutD. De plus, la quantité du 
complexe est encore plus importante en présence simultanée d’OutD et d’une pectate lyase 
(Figure 42 ; comparer pistes 1, 4 et 5 avec pistes 2 et 3). Néanmoins, l’utilisation des anticorps 
dirigés contre OutD, PelI et PelB a montré que ces protéines ne font pas partie du complexe 
observé (non montré). 
Ainsi, les résultats de ces pontages réalisés chez E. coli suggèrent que la formation du 
complexe par le variant OutC K239pBpa est dépendante de la présence simultanée d’une 
protéine secrétée et de la sécrétine OutD qui ne font pas, cependant, partie du complexe. Une des 
explications probables semble être que la présence de ces protéines renforce l’homodimérisation 
d’OutC par le domaine PDZ. Il est aussi possible que ces conditions miment une des étapes 
fonctionnelles du T2SS. 
Dans le but d’analyser ces interactions au sein d’un système de sécrétion fonctionnel, le 
pontage dirigé a été effectué dans une souche de D. dadantii ∆outC. Un allèle d’outC portant le 
codon TAG à la place de résidus d’intérêt a été exprimé sur un plasmide, soit seul, soit avec 
outD et pelB. Contrairement à ce qui a été observé chez E. coli (Figure 40), l’incorporation du 
pBpa à la place de lysine 239 est très efficace et spécifique chez D. dadantii (Figure 43). Aucune 
translecture traductionnelle n’a été détectée : la version mutée d’OutC n’a été produite qu’en 
présence du pBpa dans le milieu (Figure 43 ; comparer pistes 1 et 3, 4 et 6). Suite à l’irradiation 
des cellules par UV, un complexe spécifique a été formé par le variant OutC K239pBpa, mais 
pas par la version sauvage d’OutC (Figure 43). La taille de ce complexe correspond à celle 
observée chez E. coli (Figures 41 et 42) et il aurait donc la même nature. Effectivement, ici, 
comme chez E. coli, une expression supplémentaire de PelB sur le plasmide a provoqué une 




Figure 43. Pontage dirigé du variant OutC K239pBpa chez D. dadantii ∆outC.  
Les cellules de D. dadantii ∆outC A3556 ont été transformées par pSup-BpaRS-6TRN et le plasmide 
portant le gène outC sauvage ou outCK239TAG soit seul (PelB+), soit avec pelB et (PelB++). Les 
cultures ont été réalisées dans les mêmes conditions que celles indiquées dans Figure 13 en présence (+) 
ou absence (−) du pBpa. Les cellules ont été ensuite prélevées et exposées aux UV pendant 3 min (+) ou 
non (−) et analysées par immunodétection avec des anticorps dirigés contre OutC. Les complexes formés 
sont indiqués avec les triangles. La position d’OutC est indiquée avec une flèche, la bande non-spécifique, 
avec une étoile. 
Vu que l’incorporation du pBpa dans OutC K239TAG est plus efficace chez D. dadantii que 
chez E. coli, certains autres variants d’OutC ont aussi été analysés chez D. dadantii (Figure 44), 
notamment ceux portant les substitutions dans les brins βA et βB : P192, M194, K198 et L199 
(Figure 39). Ces résidus sont situés dans le site de fixation potentiel de PDZ et peuvent donc 
d’être impliqués dans l’interaction avec le substrat.  
 
Figure 44. Pontage dirigé du domaine PDZ d’OutC (brins βA et βB) chez D. dadantii.  
Les cellules de D. dadantii ∆outC A3556 ont été transformées par pSup-BpaRS-6TRN et PLB-oCTAGDS. 
Le résidu d’OutC substitué dans ce dernier plasmide est indiqué en haut. Les cultures ont été réalisées 
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dans les mêmes conditions que celles indiquées dans Figure 13. Les cellules ont été ensuite prélevées et 
exposées aux UV pendant 3 min (+) ou non (−) et analysées par immunodétection avec des anticorps 
dirigés contre OutC. Les complexes formés sont indiqués avec les triangles. La position de protéine OutC 
est indiquée avec une flèche, la bande non-spécifique, avec une étoile. 
La formation de quelques complexes spécifiques a été observée avec les variants M194, K198 
et L199 (Figure 44). Les profils de pontage ne sont pas vraiment similaires même si certaines 
bandes auront des positions similaires. Afin d’identifier les partenaires protéiques impliqués dans 
ces interactions, les tests supplémentaires ont été réalisés avec le variant OutC M194pBpa en 
utilisant des anticorps dirigés contre les pectate lyases PelB, PelD et PelI (Figure 45).  
Cette analyse a démontré que trois bandes d’une taille entre 50, 60 et 100 kDa réagissent 
simultanément avec des anticorps dirigés contre OutC et contre la pectate lyase PelB 
(Figure 45B et C). La masse moleculaire apparente de 100 kDa semble depasser celle attendue 
pour le complexe entre PelB et OutC. Cependant, comme cela a déjà été évoqué, à cause d’une 
forme non-linéaire, les complexes peuvent migrer d’une manière aberrante sur le gel SDS-PAGE. 
Dans ce cas, il semble probable que les deux autres complexes (~50 et 60 kDa) soient des 
produits de dégradation du complexe de 100 kDa. Effectivement, nos analyses du complexe 
formé entre PelI D58pBpa et OutC (Chapitre III.1.1.c et III.1.1.d) ont démontré une dégradation 
massive de ce complexe.  
 
Figure 45. Pontage dirigé du variant OutC M194pBpa chez D. dadantii ∆outC. 
Les échantillons issus du pontage dirigé d’OutC M194pBpa présentés sur la Figure 44 ont été analysés en 
parallèle avec des anticorps dirigés contre PelI (A), PelB (B), OutC (C) et PelD (D). Les positions de PelI, 
PelB, PelD et OutC sont indiquées avec les flèches, les complexes formés avec les triangles, les bandes 
non spécifiques avec les étoiles. 
Par contre, aucun complexe n’a été détecté avec des anticorps dirigés contre les pectate lyases 
PelI et PelD (Figure 45A et D). Puisque la sécrétion de ces deux pectate lyases, comme celle de 
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PelB, dépend de la présence du domaine PDZ, ces résultats ne semblent pas être très cohérents. 
On peut proposer quelques explications à cette incohérence apparente. Premièrement, même si 
on peut s’attendre à ce que le domaine PDZ d’OutC interagisse avec ces pectate lyases de 
manière similaire, leur position précise dans le site actif de PDZ ne sera pas exactement la même, 
compte tenu de divergences de leurs séquences. Dans ce cas, la proximité nécessaire au pontage 
ne serait pas atteinte entre OutC M194pBpa et PelD ou PelI. Deuxièmement, nous avons 
démontré l’existence d’une certaine hiérarchie de sécrétion : la pectate lyase PelD est sécrétée 
avant et plus efficacement que PelB, et PelB plus efficacement que PelI (Pineau et al., 2014). Il 
est donc possible que le moment choisi pour l’exposition des cellules aux UV soit plus adapté à 
la sécrétion de PelB. Pour tester ces hypothèses, il faut réaliser un pontage plus systématique 
chez D. dadantii en utilisant d’autres positions dans le site actif du domaine PDZ et d’autres 
moments d’exposition aux UV.  
En conclusion, le pontage dirigé du domaine PDZ au sein du T2SS fonctionnel a permis de 
démontrer que ce domaine (plus précisément le brin βA) est directement impliqué dans 
l’interaction avec la protéine sécrétée PelB. De plus, ces résultats suggèrent que la protéine OutC 
peut se dimériser via les domaines PDZ (plus précisément hélice αB). L’efficacité de 
dimérisation est améliorée en présence de la sécrétine OutD et des protéines à secréter. La 
formation d’un tel dimère via les domaines PDZ peut correspondre à un état fonctionnel d’OutC 
au cours de la sécrétion.  
IV.2. Pontage dirigé in vivo du domaine HR d’OutC. 
Ces expériences ont été réalisées chez E. coli, car au moment où elles ont été effectuées la 
technique de pontage dirigé in vivo chez D. dadantii n’avait pas encore été mise au point. 
IV.2.1. Pontage dirigé in vivo du linker entre les deux feuillets β du domaine HR d’OutC. 
Le domaine HR d’OutC est constitué de deux feuillets β composé chacun de trois brins β et 
reliés entre eux par un linker de 11 résidus (Gu et al., 2012). Le repliement du domaine HR 
d’OutC ressemble à celui du domaine périplasmique de PilP, un composant de système de pili de 
type IV, T4P (Gu et al., 2012). Les deux domaines se superposent relativement bien au niveau 
des deux feuillets β tandis que l’organisation du linker est plus divergente (Figure 46). 
Notamment, la structure cristalline de PilP contient un brin β supplémentaire, β4, qui est 
rarement observé dans la structure « in solution » du domaine HR d’OutC à cause d’une grande 




Figure 46. Superposition du domaine HR d’OutC et de la région périplasmique de PilP. 
La structure du domaine HR d’OutC est présentée en bleu foncé et la structure de la région périplasmique 
de PilP en bleu clair. La superposition de deux structures est présentée en deux orientations. Le brin 
additionnel β4 dans la structure de la région périplasmique de PilP est indiqué avec une flèche rouge. Une 
parenthèse rouge indique la région d’une interaction possible. 
Une grande flexibilité de cette région peut suggérer la possibilité de sa structuration au 
contact avec une protéine partenaire, y compris un autre composant du T2SS ou une protéine à 
secréter. De plus, cette région n’est pas bien conservée et peut donc être impliquée dans les 
interactions spécifiques d’un T2SS donné (Figure 47A). Les résidus dans le linker de HR 
sélectionnés pour l’incorporation du pBpa (N125, E126, E127, P129 et N132) sont bien exposés 
à la surface (Figure 47B). 
 
Figure 47. Résidus du linker du domaine HR d’OutC sélectionnés pour l’incorporation du pBpa  
A) Alignement des séquences des domaines HRs de protéines GspC de différents T2SS. Les résidus 
substitués par le pBpa sont indiqués avec des flèches rouges. B) Structure du domaine HR d’OutC avec 
les résidus substitués en rouge.  
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Tout d’abord, les résidus choisis on été substitués par le pBpa et la production de ces variants 
a été analysée chez E. coli MC4100 (Figure 48). 
 
Figure 48. Efficacité de l’incorporation du pBpa dans le linker du domaine HR d’OutC. 
Les cellules d’E. coli MC4100 ont été transformées avec pSup-BpaRS-6TRN et pTdB-oCTAGDS. Les 
résidus d’OutC substitués dans ce dernier plasmide sont indiqués en haut. Les cultures ont été réalisées 
dans les mêmes conditions que celles dans la Figure 13 et analysées par immunodétection avec des 
anticorps dirigés contre OutC.  
Tous les variants d’OutC ont été bien produits en présence du pBpa (Figure 48, pBpa +). Au 
contraire, en absence du pBpa dans le milieu, aucun variant d’OutC n’a été produit 
(Figure 48, pBpa −). Ceci montre que l’incorporation du pBpa est efficace et spécifique et ces 
variants peuvent être utilisés pour le pontage dirigé in vivo.  
Comme des études précédentes ont suggéré de multiples interactions entre le domaine HR et 
la sécrétine (Korotkov et al., 2006 ; Login et al., 2010 ; Douzi et al., 2011; Korotkov et al., 2011; 
Gu et al., 2012), dans ces expériences de pontage, les variants d’OutC ont été systématiquement 
co-exprimés avec OutD. De plus, afin de reproduire certaines autres interactions d’OutC au sein 
du système T2SS, trois autres composants de la plateforme de membrane interne, OutE, OutL et 
OutM, ont été aussi co-exprimés. Ainsi, le pontage UV a été réalisé chez E. coli MC4100 dans 
les conditions de co-expression de variants d’OutC avec OutD et OutS (pTdB-oCTAGDS) et avec 
OutE, OutL et OutM (pBAD:ELM).  
Le pontage dirigé a permis d’observer des complexes formés par les variants portant le pBpa à 




Figure 49. Pontage dirigé du linker du domaine HR d’OutC chez E. coli MC4100.  
Les cellules d’E. coli MC4100 ont été transformées avec pSup-BpaRS-6TRN, pBAD:ELM et 
pTdB-oCTAGDS. Le résidu d’OutC substitué dans ce dernier plasmide est indiqué en haut. Les cultures ont 
été réalisées dans les mêmes conditions que celles indiquées dans Figure 13 et analysées par 
immunodétection avec des anticorps dirigés contre OutC. Les complexes formés sont indiqués avec les 
triangles et les bandes non-spécifiques, avec les étoiles.  
Remarquablement, le variant OutC E126pBpa génère un complexe très abondant d’une taille 
d’environ 80 kDa (Figure 49, piste 2). L’utilisation des anticorps dirigés contre OutD, OutL et 
OutM n’a pas donnée une réponse positive avec ce complexe (non montré). Sa taille apparente 
serait compatible avec l’homodimère d’OutC. Sinon, il pourrait s’agir de l’interaction avec une 
protéine non identifiée d’E. coli. 
Les variants d’OutC portant le pBpa à la place de résidus E127 (Figure 49, ligne 3) et N132 
(Figure 49, ligne 5) génèrent plusieurs complexes d’une abondance plus faible. Leurs profils ne 
sont pas similaires, mais dans les deux cas, on peut voir les complexes d’une taille d’environ 120 
à 140 kDa qui peuvent correspondre à ceux entre OutC et OutD. Effectivement, l’analyse de ces 
mêmes échantillons avec des anticorps dirigés contre OutD a permis de démontrer qu’un des 
complexes formés par le variant OutC N132pBpa (~140 kDa) interagit avec deux types 
d’anticorps, dirigés contre OutC et OutD (Figure 50). Par contre, dans le cas d’OutC E127pBpa, 




Figure 50. Pontage dirigé de variants OutC E127pBpa et OutC N132pBpa.  
Le pontage dirigé avec les variants OutC E127pBpa et OutC N132pBpa a été réalisé chez E. coli MC4100 
dans les mêmes conditions que dans la Figure 49 et analysé avec des anticorps dirigés contre OutC (B) et 
OutD (A et C) Les complexes formés sont indiqués avec les triangles et les bandes non-spécifiques, avec 
les étoiles.  
Comme dans ces expériences, les variants d’OutC ont été co-exprimés chez E. coli avec la 
sécrétine OutD mais aussi avec les composants de la plateforme de membrane interne OutL, 
OutM et OutE, nous avons testé la nature de complexes formés avec les anticorps dirigés contre 
OutL et OutM. Si aucun complexe n’a été observé avec les anticorps dirigés contre OutM (non 
montré) un des complexes formés par le variant OutC E127pBpa semble interagir avec des 
anticorps contre OutL ce qui est compatible avec un complexe OutC-OutL (Figure 51A et B). 
 
Figure 51. Pontage dirigé de variants OutC E127pBpa et OutC N132pBpa.  
Le pontage dirigé des variants OutC E127pBpa et OutC N132pBpa a été réalisé chez E. coli MC4100 
dans les mêmes conditions que dans la Figure 49 et analysé avec des anticorps dirigés contre OutC (A et 
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C) et OutL (B) Les complexes formés est sont indiqués avec les triangles et la bande non-spécifique, avec 
une étoile.  
Afin de vérifier la nature exacte du complexe formé par OutC E127pBpa, j’ai effectué en 
parallèle le pontage dirigé de ces variants d’OutC en présence et en absence de composants OutE, 
OutL et OutM chez E. coli MC4100 (Figure 52).  
 
Figure 52. Effet d’OutE, OutL et OutM sur la formation de complexes par les variants d’OutC 
E126, E127 et N132  
Le pontage dirigé avec les variants OutC E126pBpa, OutC E127pBpa et OutC N132pBpa a été réalisé 
chez E. coli MC4100 soit en présence de composants OutE, OutL et OutM (ELM +) soit en leur absence 
(ELM −). Les cultures ont été réalisées dans les mêmes conditions que celles indiquées dans Figure 49 et 
analysées par immunodétection avec des anticorps dirigés contre OutC. Les complexes formés sont 
indiqués avec les triangles et les bandes non-spécifiques, avec les étoiles.  
La présence de composants OutE, OutL et OutM augmente la quantité de la protéine 
OutC E126pBpa et du complexe formé, mais elle ne change pas le profil général (Figure 52A). 
Par contre, dans le cas de OutC E127pBpa, la présence de ces composants change le profil de 
complexes formés : quelques complexes d’une taille d’environ 120 à 140 kDa sont générés en 
plus dans ces conditions (Figure 52B, triangles noirs, rouge et vert). Par contre, l’abondance de 
quelques bandes observés dans la zone de 40 à 65 kDa ne varie pas (Figure 52B, triangles 
blancs). Ainsi, ces résultats (Figures 51B et 52B) indiquent la formation d’un complexe 
spécifique entre OutC E127pBpa et OutL (Figure 52B, triangle vert), ce qui suggère une 
interaction du linker du domaine HR d’OutC avec OutL.  
On peut également constater qu’en absence des composants OutE, OutL et OutM, le 
complexe entre OutC N132pBpa et OutD n’a plus été observé (Figure 52C, triangle rouge). Un 
tel complexe n’a donc été formé qu’en présence d’OutE, OutL et OutM (Figures 50A et B). Il est 
possible que la présence de ces composants permette une orientation particulière du linker du 
domaine HR le rapprochant d’un des domaines de la sécrétine OutD.  
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Afin de mieux comprendre les modalités de formations de tous ces complexes et estimer leur 
pertinence biologique, j’ai également testé l’effet de la présence d’une protéine sécrétée sur leur 
formation. Pour cela, la pectate lyase PelB a été co-exprimée en plus chez E. coli MC4100 avec 
les variants OutC E126pBpa, OutC E127pBpa et OutC N132pBpa et avec OutD, E, L, M. 
Cependant, nous n’avons observé aucun effet sur la formation de complexes par ces variants 
d’OutC (résultats non présentés).  
En conclusion, les résultats du pontage dirigé du linker situé dans le domaine HR m’ont 
permis de proposer le modèle suivant (Figure 53).  
 
Figure 53. Représentations schématiques des interactions détectées chez E. coli grâce à 
l’incorporation de pBpa dans le linker du domaine HR d’OutC.  
OutC (en bleu) est présentée sans domaine PDZ et OutL (en vert) est présentée sans sa région 
cytoplasmique. Le résidu E126 est indiqué en rouge, les résidus E127 et N132 sont en jaune. Les flèches 




IV.2.2. Pontage dirigé in vivo de brins-β du domaine HR d’OutC. 
Des études précédentes ont démontré que le domaine HR serait impliqué dans de nombreuses 
interactions avec la sécrétine OutD (Korotkov et al., 2006; Login et al., 2010 ; Douzi et al., 2011; 
Korotkov et al., 2011; Gu et al., 2012). Notamment, trois zones d’interactions potentielles ont 
été suggérées par ces études : la première, entre les brins β6 et β7 d’HR et deux régions distinctes 
d’OutD, situées dans les domaines N0 et N2-N3, respectivement (Login et al., 2010) et les deux 
autres interfaces incluant le même site d’HR (le brin β1) mais soit le brin β1, soit le brin β3 du 
domaine N0 d’OutD (Korotkov et al., 2011 et Gu et al., 2012 respectivement). Toutes ces 
interfaces entre le domaine HR d’OutC et la sécrétine OutD ont été démontrées in vitro, par pull-
down, cristallographie et RMN, respectivement. 
Afin de tester la pertinence biologique de ces interactions et d’établir l’organisation des 
domaines périplasmiques d’OutC et OutD au sein du système fonctionnel, une étude 
systématique utilisant le pontage disulfure in vivo a été initiée au laboratoire (Wang et al., 2012). 
J’ai participé à une partie de cette étude concernant le domaine HR. Par ailleurs, j’ai aussi 
appliqué le pontage dirigé in vivo afin de tester certaines de ces interactions potentielles par cette 
technique. Les résidus suivants du domaine HR ont été choisis pour cette étude : G99, V100 et 
M101 (brin β1), V143, V144 et L145 (brin β6) et V153 et L154 (brin β7) (Figure 54). 
 
Figure 54. Résidus du domaine HR d’OutC sélectionnés pour l’incorporation du pBpa.  
La structure du domaine HR est présentée en bleu, les résidus sélectionnés sont présentés en rouge.  
Tout d’abord, la production de ces variants a été testée en présence et en absence du pBpa 
chez E. coli MC4100 (Figure 55). Les variants portant les substitutions à la place de résidus G99, 
V100 et M101 dans le brin β1 ont été moins bien produits que les substitutions dans le brin β6 
(V143, V144 et L145) et le brin β7 (V153). De plus, le variant L154 n’a pas été produit. Comme 
ce résidu est orienté à l’intérieur du feuillet β2 (Figure 54), il est possible que l’incorporation du 
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pBpa qui possède une longue chaine latérale à la place de la leucine puisse fortement déstabiliser 
le cœur hydrophobe du domaine HR (Gu et al., 2012).  
 
Figure 55. Efficacité de l’incorporation du pBpa dans le domaine HR.  
Les cellules d’E. coli MC4100 ont été transformées avec deux plasmides, pSup-BpaRS-6TRN et 
pTdB-PLI-oCTAGDS. Le résidu d’OutC substitué dans ce dernier plasmide est indiqué en haut. Les 
cultures ont été réalisées dans les mêmes conditions que celles indiquées dans Figure 12 en absence (−) 
ou en présence (+) de pBpa 1mM et analysées par immunodétection avec des anticorps dirigés contre 
OutC. La position d’OutC est indiquée avec une flèche, la bande non-spécifique, avec une étoile. 
Même si les substitutions situées dans le brin β1 ont été produites en une quantité plus faible 
que les autres variants (Figure 55 comparer A et B), aucune translecture traductionnelle n’a été 
observée indiquant l’incorporation efficace du pBpa dans tous les variants à l’exception du L154 
(Figure 55). Pour le pontage dirigé, tous ces variants ont été co-exprimés avec OutD, OutS et les 
composants de la membrane interne OutL et OutM et l’ATPase OutE chez E. coli MC4100 
(Figure 56).  
Aucun complexe n’a été détecté avec les variants d’OutC portant le pBpa à la place de résidus 
situés dans les brins β6 et β7 (Figure 56, panel droite). Par contre, quelques complexes similaires 
ont été générés par les variants G99 et M101 (le brin β1) (Figure 56, panel gauche). Les chaînes 
latérales de ces deux résidus sont orientées de même côté du brin β1 mais opposée à celle du 
résidu adjacent V100 qui ne forme aucun complexe. On peut constater que l’efficacité de 
pontage par le variant M101 est plus forte que celle par G99 ce qui peut suggérer une meilleure 




Figure 56. Pontage dirigé ciblant les brins β du domaine HR d’OutC.  
Les cellules d’E. coli MC4100 ont été transformées avec des plasmides, pSup-BpaRS-6TRN pBAD:ELM 
et pTdB-PLI-oCTAGDS. Le résidu d’OutC substitué dans ce dernier plasmide est indiqué en haut. Les 
cultures ont été réalisées dans les mêmes conditions que celles indiquées dans Figure 12. Les cellules ont 
été ensuite prélevées et exposées aux UV pendant 3 min (+) ou non (−) et analysées par immunodétection 
avec des anticorps dirigés contre OutC. Les complexes formés sont indiqués avec les triangles. La 
position d’OutC est indiquée avec une flèche, les bandes non-spécifiques, avec les étoiles. 
Afin de déterminer la nature des complexes formés par OutCM101pBpa, ces échantillons ont 
été analysés avec les anticorps dirigés contre OutD, OutL et OutM (Figure 57 et non montré). Le 
complexe ayant un poids apparent de 140 kDa interagit aussi avec des anticorps dirigés contre 
OutD ce qui indique que le brin β1 du domaine HR interagit in vivo avec la sécrétine OutD 
(Figure 57). Par contre, aucun complexe spécifique n’a été détecté avec des anticorps dirigés 
contre OutL et OutM (non montré). Il est donc possible que l’autre complexe abondant généré 
par OutCM101pBpa (~70 kDa) soit un l’homodimère d’OutC ou un complexe avec une protéine 
d’E. coli. 
 
Figure 57. Pontage dirigé du variant OutC M101pBpa chez E.coli MC4100.  
Les échantillons issus du pontage dirigé d’OutC M101pBpa présentés sur la Figure 56 ont été analysés en 
parallèle avec des anticorps dirigés contre OutC (panel gauche) et OutD (panel droite). Les positions de 
protéines OutC et OutD sont indiquées avec les flèches, les complexes formés avec les triangles, les 
bandes non spécifiques avec les étoiles. 
              α-OutC                                                       α-OutC 
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Pour analyser plus en détail la nature et les conditions de formation des complexes par le 
variant OutC M101pBpa, nous avons testé l’influence d’une protéine sécrétée, la pectate lyase 
PelB (Figure 58). Dans ces expériences, le variant OutC M101pBpa a été co-exprimé avec les 
composants OutE, OutL et OutM (pBAD:ELM), OutD et OutS soit avec PelB 
(pTPLB- oCM101TAGDS) soit sans (pTdB-oCM101TAGDS).  
Nous avons pu constater que la présence de la pectate lyase PelB, affecte fortement la 
dimérisation d’OutC via le brin β1 et aussi l’interaction de ce même brin β1 avec la sécrétine 
OutD. Effectivement, en présence de PelB la quantité de complexes respectifs (~70 kDa) est très 
faible voir nulle (Figure 58, triangles blancs et noirs respectivement). 
 
Figure 58. Effet de la pectate lyase PelB sur la formation du complexe par OutCM101pBpa.  
Les cellules d’E. coli MC4100 ont été transformées avec les trois plasmides : pSup-BpaRS-6TRN, 
pBAD:ELM et soit pTdB- oCM101TAGDS (PelB −) soit pTPLB- oCM101TAGDS (PelB +). Les cultures ont été 
réalisées dans les mêmes conditions que celles indiquées dans Figure 12. Les cellules ont été ensuite 
prélevées et exposées aux UV pendant 3 min (+) ou non (−) et analysées par immunodétection avec des 
anticorps dirigés contre OutC. Les complexes formés sont indiqués avec les triangles. La position d’OutC 
est indiquée avec une flèche, la bande non-spécifique, avec une étoile. 
Ces études indiquent que la protéine sécrétée affecte l’organisation des domaines HR 
adjacents et empêche, directement ou non, leur contact via les brins β1. Ces résultats sont aussi 
compatibles avec ceux réalisés par le pontage disulfure in vivo (Wang et al., 2012) illustrés dans 
la Figure 59. Particulièrement, ces expériences ont aussi démontré que l’homodimérisation du 
domaine HR via le brin β1 est renforcée par les composants de membrane interne OutE/L/M 
mais diminuée en présence de la protéine sécrétée PelB. Par ailleurs, cette étude par pontage 
disulfure a montré que le brin β1 d’HR (G99) interagit in vivo avec le brin β1 du domaine N0 
d’OutD (F34). Ce dernier résultat serait notamment compatible avec la formation d’un complexe 
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OutC-OutD observée dans les expériences de pontage-UV dirigé avec le variant OutCM101pBpa 
(Figures 57 et 58). 
 
Figure 59. Effet de la pectate lyase PelB sur l’organisation des domaines HR.  
A) En absence de PelB les domaines HR interagissent par les feuillets β1 (S1, β-sheet 1) : une interface 
se forme entre les brins β1 (G99/ G99). B) La présence de PelB empêche les contacts via les brins β1 et 
favorise l’interaction entre deux feuillets β2 (S2, β-sheet 2) via les brins β6 et β7 (L145 et L154) 
(Wang et al., 2012). 
Dans le but d’analyser ces interactions au sein d’un système de sécrétion fonctionnel, le 
pontage dirigé a été effectué dans une souche de D. dadantii ∆outC (Figure 60). Dans ces 
expériences, les variants d’OutC d’intérêt ont été co-exprimés avec OutD, OutS et PelB 
(pTPLB- oCM101TAGDS). On peut constater que le variant OutC M101pBpa génère plusieurs 
complexes, parmi lesquels, deux interagissent aussi avec des anticorps dirigés contre OutD. Ceci 
peut suggérer que le domaine HR peut interagir avec deux sites d’OutD différents et les 
complexes ainsi formés peuvent migrer différemment. Sinon, il n’est pas exclu que le complexe 
ayant le poids apparent plus grand soit dégradé partiellement. De plus, nous avons détecté trois 
bandes de poids moléculaires d’environ 110kDa, 60kDa et 50 kDa (Figure 60A triangles blancs) 
qui sont apparemment toutes différentes du complexe d’une taille d’environ 70kDa observé chez 
E. coli MC4100 (Figure 58).  
Puisque nous avons constaté que la pectate lyase PelB affecte la formation des complexes par 
le variant OutC M101pBpa chez E. coli, pour cela cette protéine doit se retrouver proche du brin 
β1 du domaine HR ou affecter l’arrangement des domaines HR adjacents en espaçant leurs 
feuillets β. Il est donc possible qu’un des complexes observés chez D. dadantii soit formé à 
cause d’interaction directe entre OutC et PelB. Cependant, l’analyse des mêmes échantillons 
avec les anticorps dirigés contre PelB n’a pas donné une réponse positive (non montré). Il est 
possible que chez D. dadantii le complexe puisse être formé entre ce brin β1 et une autre 
protéine à sécréter ou un composant du système. Ces résultats sont très prometteurs, mais par 
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manque de temps, je n’ai pas pu les exploiter et la nature exacte de ces complexes reste à 
déterminer.  
 
Figure 60. Pontage dirigé du variant OutC M101pBpa chez D. dadantii ∆outC A3556. 
Les cellules de D. dadantii ∆outC A3556 ont été transformées avec pSup-BpaRS-6TRN et 
pTPLB- oCM101TAGDS (PelB+, OutC+, OutD+, OutS+). Les cultures ont été réalisées dans les mêmes 
conditions que celles indiquées dans Figure 13. Les cellules ont été ensuite prélevées et exposées aux UV 
pendant 3 min (+) ou non (−) et analysées par immunodétection avec des anticorps dirigés contre OutC 
(panel gauche) et OutD (panel droite). Les positions de protéines OutC et OutD sont indiquées avec les 
flèches, les complexes formés, avec les triangles, les bandes non spécifiques, avec les étoiles. 
En conclusion, le pontage dirigé in vivo nous a permis de démontrer l’implication du brin β1 
du domaine HR dans la dimérisation d’OutC et l’interaction avec la sécrétine OutD. La présence 
d’une protéine sécrétée PelB affecte ces interactions chez E. coli. Chez D. dadantii, cette région 
peut aussi être impliquée dans l’interaction avec un autre partenaire(s).  
Cependant, aucun interaction impliquant les brins β6 et β7 du domaine HR d’OutC n’a été 
détectée par cette technique. Il n’est pas exclu que l’arrangement et la distance nécessaires au 
pontage n’aient pas été acquises. Afin d’analyser l’implication de ces deux sites d’HR dans les 
interactions potentielles avec la sécrétine OutD nous avons décidé d’utiliser le pontage disulfure 
in vivo. Cette technique peut détecter les interactions entre deux protéines avec la proximité de 6-
8 Å contre 4 Å dans le pontage avec le pBpa.  
Ensemble ces résultats nous a permis de démontrer multiples interactions entre les domaines 
périplasmiques d’OutC et OutD : 1) β1HR - β1N0, 2) β7HR – β2N0, et 3) β7HR – β10N2, présentés 
schématiquement sur la Figure 61. Plus de détails de cette étude sont présentées dans l’article de 
Wang et al., 2012 (Figure S6). Ensemble de ces études nous a permis de démontré non 
seulement la formation de multiples complexes impliquant des domaines périplasmiques d’OutC 
et d’OutD mais également de montrer la dynamique de leurs assemblages et des modifications de 




Figure 61. Représentation des interactions entre le domaine HR d’OutC et la sécrétine OutD.  
A) Trois types d’interactions entre HR et OutD sont présentées avec les chiffres : 1) β1HR - β1N0; 2) β7HR – 





Le système de sécrétion de type II est largement exploité par les pathogènes des plantes et des 
animaux (Vibrio, Klebsiella, Pseudomonas, Yersinia, Dickeya, Pectobacterium, etc…) pour 
sécréter des toxines et des enzymes lytiques. Bien qu’il soit étudié chez de nombreuses bactéries, 
l’architecture et le mode de fonctionnement de ce système ne sont pas encore bien compris. Les 
protéines sécrétées par le T2SS n’ont pas de motif de sécrétion linéaire commun et en dépit de 
nombreuses tentatives pour comprendre les mécanismes de reconnaissance des protéines à 
sécréter, le signal de sécrétion n’a toujours pas été identifié. Des résultats antérieurs suggèrent 
que plusieurs zones structurées au sein d’une protéine repliée peuvent agir comme des signaux 
de sécrétion et sont probablement reconnues par un ou plusieurs composants du T2SS. Le 
mécanisme de la reconnaissance peut inclure plusieurs interactions transitoires avec plusieurs 
composants du système.  
Le but principal de cette thèse était d’élucider comment le T2SS, une machinerie cellulaire 
complexe reconnaît et transporte des protéines repliées à travers la membrane externe. Pour 
atteindre cet objectif, j’ai tenté de caractériser le mécanisme moléculaire mise en jeu et en 
particulier, les éléments structuraux permettant à une protéine d’être reconnue par le T2SS et 
d’identifier les composants du T2SS impliqués dans la reconnaissance de ce signal.  
Afin de pouvoir capter les interactions transitoires au cours de processus de sécrétion, une 
technique de pontage dirigé in vivo a été mise au point et utilisée chez E. coli et D. dadantii. 
Cette technique consiste à insérer in vivo l’analogue photoréactif d’acides aminés, le pBpa, à la 
place d’un résidu présumé constituer ou faire partie du signal de sécrétion. Le pontage UV 
réalisé lors du processus de la sécrétion va permettre de coupler la protéine d’intérêt avec ses 
partenaires. Cette technique semble donc être bien adaptée à la recherche des interactions 
transitoires au cours de la sécrétion. Elle permet aussi d’analyser le phénomène de 
reconnaissance des deux côtés, en insérant le pBpa dans le substrat et dans les composants du 
T2SS. 
Une partie de mon travail a été consacrée à la mise au point de la technique de pontage dirigé 
in vivo. J’ai choisi les meilleures conditions et paramètres permettant sa mise en œuvre chez 
E. coli et D. dadantii. Chez cette dernière bactérie, j’ai pu notamment réaliser le pontage lors 
d’une sécrétion active, ce qui a dû limiter la formation de complexes non spécifiques. Ce travail 
m’a permis de démontrer que l’efficacité de l’incorporation du pBpa et du pontage UV dépend 
de plusieurs facteurs et qu’à priori il est impossible de prédire ces résultats. L’utilisation des 
données structurales, couplée à des modélisations in silico, ne se sont pas montré très efficaces 
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non plus pour choisir les bonnes positions pour l’insertion du pBpa. En effet, une meilleure 
manière de procéder reste une approche systématique, c’est à dire à substituer par le pBpa 
plusieurs résidus à la suite. Par ailleurs, outre son intérêt dans le cadre de cette étude, cette 
technique peut être maintenant utilisée plus largement par les membres de l’équipe pour tester in 
vivo l’implication d’une région (et plus précisément un résidu sélectionné) de la protéine 
d’intérêt dans l’interaction avec son partenaire présumé.  
Cette étude a ciblé trois axes principaux : i) caractériser les éléments structuraux permettant à 
une protéine d’être reconnue par le T2SS et identifier les composants du système impliqués dans 
la reconnaissance de ces motifs ; ii) caractériser les sites et les résidus du composant OutC 
engagés dans des interactions avec le substrat et avec d’autres composants et iii) approfondir la 
connaissance générale de l’architecture et du mode de fonctionnement du T2SS. 
Notre modèle d’étude est le T2SS d’une bactérie phytopathogène D. dadantii, appelé Out. Ce 
système assure la sécrétion de nombreuses protéines, y compris douze pectinases et une cellulase 
(Chapitre VIII.5.1., p. 115). J’ai utilisé comme modèle d’étude une de ces protéines, la pectate 
lyase PelI. PelI possède deux domaines : Fn3 et le domaine catalytique. L’intérêt de cette 
protéine modèle est renforcé par le fait qu’une bactérie proche, P. carotovorum, possède la 
pectate lyase Pel3, homologue de PelI. Bien que ces deux protéines possèdent 67 % d’identité, la 
pectate lyase Pel3 ne pas secrétée par le système Out de D. dadantii. Ce phénomène démontre 
clairement la spécificité très fine de reconnaissance et de recrutement des substrats par le T2SS. 
Par ailleurs, la disponibilité des données structurales sur ces deux pectate lyases homologues, 
nous a permis d’avoir une stratégie rationnelle pour mener à bien le pontage dirigé in vivo. 
Nous nous sommes intéressés, en particulier, à la question suivante : comment le système Out 
peut reconnaitre la différence entre ces deux pectate lyases très similaires ? Nous avons donc 
cherché quels sont des éléments structuraux de PelI et Pel3 qui peuvent potentiellement jouer un 
rôle des signaux de sécrétion spécifiques d’espèce. Tout d’abord, l’échange de domaines entre 
PelI et Pel3 a démontré que la majorité de l’information différente entre les deux pectate lyases 
est localisée au sein du domaine Fn3 (Pineau et al., 2014, Figure 2B, p. 225). Ensuite, la 
construction de protéines hybrides plus fines et la mutagenèse dirigée ont permis d’identifier une 
région particulière au sein du domaine Fn3 appelé la boucle 3 qui peut constituer ou faire partie 
du motif de sécrétion. 
Le pontage dirigé in vivo de cette boucle 3 m’a permis d’identifier un résidu, D58, qui est 
directement impliqué dans l’interaction avec deux composants du système, OutC et OutD. J’ai 
également démontré que c’est le domaine PDZ d’OutC qui interagit avec la boucle 3. 
189 
 
L’interaction de cette boucle avec la sécrétine OutD a été confirmée par spectrométrie de masse. 
Notamment, cette analyse a permis de démonter que ces deux protéines forment le complexe 
d’une taille apparente d’environ 140kDa. Par contre, nous n’avons pas pu déterminer la région 
exacte d’OutD qui interagit avec la boucle 3 de PelI. En effet, pour identifier la région d’OutD 
couplée par une liaison covalente avec le peptide de PelI qui contient le pBpa, il faut soit 
rechercher les masses de tous les peptides possibles qui seront générés par le pontage UV entre 
OutD et PelI marquée, soit pouvoir détecter tous les peptides d’OutD sauf un, qui est impliqué 
dans l’interaction. Il est évident qu’une telle analyse nécessite la présence d’une quantité 
importante du matériel. Nous avons été confrontés à deux difficultés : une faible quantité de 
complexes formés et leur dégradation. Il a été donc difficile de dépasser ces limites, car pendant 
le processus de sécrétion le temps d’interaction entre le substrat et chacun des composants du 
système est limité aussi que le temps de pontage (exposition des cellules aux UV). Par ailleurs, 
l’instabilité de complexes peut être liée à la nature des régions protéiques impliquées dans ces 
interactions car les zones non structurées sont plus exposées et plus sensibles aux protéases. De 
plus, nous n’avons pas pu surproduire les complexes d’intérêt chez E. coli, car les interactions 
spécifiques entre la protéine sécrétée et les composants du système n’ont pas pu être reproduites 
en absence d’un système de sécrétion fonctionnel chez cette bactérie. En conclusion, le pontage 
dirigé in vivo s’est avéré assez efficace pour tester l’implication possible d’un résidu précis d’une 
protéine d’intérêt dans l’interaction avec son partenaire présumé. Par la suite, la spectrométrie de 
masse serait assez efficace pour identifier ce partenaire. Cependant, cette technique a démontré 
ces limites pour pouvoir déterminer la région exacte de la protéine partenaire impliquée dans 
cette interaction. 
Dans une approche plus systématique, j’ai également procédé au pontage dirigé in vivo 
d’autres régions non structurées du domaine Fn3 de PelI ainsi que quelques brins β. Ce criblage, 
même s’il n’est pas exhaustif a suggéré que la boucle 3 serait la seule région au sein du domaine 
Fn3 impliquée dans l’interaction avec les composants OutC et OutD. Or, il faut rester prudent car 
ma pratique de l’utilisation du pontage dirigé a démontré qu’à un résidu prêt on peut manquer 
des complexes. Par exemple, la substitution de D58 est la seule parmi sept testées dans la boucle 
3 qui a généré massivement des complexes d’intérêt. 
L’utilisation du pontage dirigé in vivo m’a permis également de démontrer que le linker qui 
connecte les deux domaines de PelI n’est pas une simple liaison, car il est directement impliqué 
dans l’interaction avec la sécrétine OutD.  
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L’analyse du domaine catalytique a été moins exhaustive et a été limitée à trois régions non 
structurées. J’ai démontré que parmi les régions testées, la boucle B du domaine catalytique de 
PelI (résidus K221 et D223) est impliquée dans l’interaction avec OutC.  
Ainsi, l’utilisation du pontage dirigé in vivo m’a permis d’identifier quelques régions de PelI 
importantes pour la reconnaissance et prise en charge par le système Out. Tout d’abord, cette 
étude a démontré le rôle majeur de la boucle 3 du domaine Fn3. Cette région est impliquée dans 
l’interaction avec le domaine PDZ d’OutC et la sécrétine OutD. Par ailleurs, la région-linker 
entre les deux domaines de PelI interagit aussi avec OutD et une région au sein du domaine 
catalytique de PelI (boucle B) interagit avec OutC. Malheureusement, par manque du temps, je 
n’ai pas pu déterminer si le domaine PDZ est directement impliqué dans cette dernière 
interaction. Cependant, il semble évident que deux sites distants, situés sur les côtés opposés de 
PelI, la boucle 3 de Fn3 et la boucle B du domaine catalytique, sont pris en charge par le même 
composant, OutC (Figure 33). Ces résultats sont cohérents avec l’étude récente réalisée au 
laboratoire, qui a suggéré que pour être sécrétée, PelI a besoin d’une présence simultanée de 
deux domaines PDZ : un domaine PDZ interagirait avec la boucle 3 et un autre domaine PDZ 
interagirait avec un site situé dans le domaine catalytique (Pineau et al., 2014).  
D’autre part, la boucle 3 est aussi impliquée dans l’interaction avec la sécrétine OutD. Mes 
résultats préliminaires suggèrent une certaine coopérativité entre cette interaction et celle avec 
PDZ. Notamment, en présence du domaine PDZ-H23 non fonctionnel, le variant PelI D58 pBpa 
n’a plus généré de complexes avec OutC ni OutD (Figure 19). Ce résultat, à confirmer, est 
cohérent avec les données de double hybride montrant que l’interaction Fn3-PDZ est renforcée 
en présence du domaine N1 d’OutD (Pineau et al., 2014). 
Par ailleurs, j’ai démontré que le linker entre les deux domaines de PelI interagit aussi avec 
OutD. Sur la structure de Pel3 ce linker est situé à la proximité de la boucle 3, en formant 
ensemble une espèce de poche (Figure 28). On peut donc supposer que ces deux éléments 
peuvent agir ensemble lors de recrutement de PelI par la sécrétine. En général, l’interaction entre 
la sécrétine OutD et les protéines sécrétées semble être très forte. En effet, lors de 
l’immunoprécipitation des complexes pour l’analyse par spectrométrie de masse, j’ai observé 
systématiquement une co-immunoprécipitation massive d’OutD non cross-linkée avec PelI 
(Figure 22). 
Ensemble, ces données permettent d’imaginer que la pectate lyase PelI lors de sa 
reconnaissance et de son recrutement rentre en contact plus ou moins simultané avec au moins 
deux composants de T2SS, OutC et OutD. Deux domaines PDZ vont réagir avec deux régions de 
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PelI, la boucle 3 du domaine Fn3 et la boucle B du domaine catalytique. En même temps, la 
protéine PelI sera positionnée d’une façon permettant l’interaction de deux motifs, la boucle 3 et 
le linker, avec la sécrétine OutD. Ces données montrent clairement la complexité du mécanisme 
de la reconnaissance et de la prise en charge qui nécessite la présence de plusieurs motifs au sein 
d’une protéine sécrétée qui vont interagir simultanément avec plusieurs domaines de composants 
du système. Des études supplémentaires sont nécessaires pour confirmer le rôle exact de ces 
motifs et le mécanisme de l’interaction. Notamment, une étude structurale a été initiée au 
laboratoire pour déterminer la structure cristalline d’un complexe formé entre les domaines Fn3 
de PelI et N1 d’OutD.  
De façon intéressante, le pontage dirigé sur les régions non-structurées de PelI a suggéré 
l’implication de deux autres partenaires potentiels à ce processus. En effet, deux complexes 
abondants d’une taille d’environ 50 kDa et 80kDa ont été fréquemment détectés lors du pontage 
dirigé chez D. dadantii ciblant des régions non structurées de PelI y compris la boucle 3 de Fn3 
(Figures 15 et 25). Ceci suggère que deux protéines inconnues d’une taille d’environ 20 et 
50 kDa peuvent être impliquées, directement ou non au processus de sécrétion. Il semble donc 
bien probable que PelI interagit avec un ou deux chaperons spécifiques qui peuvent faciliter son 
repliement ou sa prise en charge par le T2SS. Vu la taille estimée de ces deux partenaires 
potentiels, il pourrait s’agir de chaperons périplasmiques DegP (50 kDa) et Skp (17 kDa). 
Cependant, aucune de ces deux protéines n’a été détectée par la spectrométrie de masse. Par 
contre, cette analyse a suggéré l’implication de la protéine de la membrane externe OmpA dans 
la formation du complexe de 80 kDa avec PelI D58pBpa. OmpA possède le domaine 
périplasmique C-terminal de liaison au peptidoglycane. L’implication du peptidoglycane dans la 
mise en place et fonctionnement de la machinerie T2SS reste incertaine. Un couple GspA/GspB 
interagit avec le peptidoglycane et est nécessaire à l’assemblage de la sécrétine chez Aeromonas 
mais pas chez Vibrio (Strozen et al., 2011). De plus, GspA/GspB ne sont pas présents dans la 
majorité des autres T2SS. Il serait envisageable que l’étape périplasmique de sécrétion par 
leT2SS sera liée directement ou non à OmpA et/ou au peptidoglycane. Cependant, il n’est pas 
exclu que l’interaction avec OmpA (si elle s’avérait être vraie) serait due à l’abondance de cette 
protéine. La nature exacte et le rôle de ces partenaires hypothétiques restent donc à déterminer. Il 
n’est pas exclu également que l’intervention éventuelle de tels chaperons serait conditionnée par 
la nature hydrophobe du pBpa et/ou par une expression relativement forte de PelI marquée. Il 
serait donc très intéressant de vérifier expérimentalement l’existence d’une telle étape préalable 
au recrutement des substrats par le T2SS. 
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Notre approche « côté substrat » a démontré l’interaction directe du domaine PDZ d’OutC 
avec un élément structural particulier de la protéine PelI (boucle 3). Pour identifier la région 
exacte du domaine PDZ impliquée dans cette interaction, j’ai utilisé une approche inverse, « côté 
système », en introduisant le pBpa dans quelques régions d’OutC, y compris le PDZ. Cette 
approche pourrait aussi permettre de démontrer une implication plus générale du domaine PDZ 
dans la reconnaissance d’autres substrats du système Out. Un mode d’interaction bien précis a 
été décrit pour les domaines PDZ chez eucaryotes qui consiste en la fixation d’un court peptide 
du substrat dans un site formé par les brins βA et βB et une hélice αB. Par contre, ce site est très 
divergent dans le PDZ de GspC et aucune interaction directe n’a été décrite pour le domaine 
PDZ de GspC. Mes premiers résultats sur ce domaine sont donc très encourageants. 
D’un côté, ils suggèrent que le brin βA du domaine PDZ d’OutC serait impliqué dans 
l’interaction avec une protéine secrétée, la pectate lyase PelB. Cependant, en utilisant cette 
approche, nous n’avons pas pu détecter une interaction avec la pectate lyase PelI. Il n’est pas 
exclu que les résidus de PDZ choisis pour cette étude ne soient pas bien positionnés pour une 
telle interaction. Ce travail va être poursuivi au laboratoire en ciblant un nombre plus important 
des résidus de PDZ à substituer par le pBpa.  
D’un autre côté, les résultats du pontage dirigé du domaine PDZ d’OutC peuvent aussi 
suggérer que la protéine OutC pourrait se dimériser par l’interaction de domaines PDZ adjacents 
(via hélices αB). Même si la nature exacte de ces « homodimères » d’OutC reste à confirmer, une 
multimérisation possible via plusieurs domaines PDZ semble être très probable. Un phénomène 
similaire est bien décrit pour le chaperon périplasmique DegP, une des rares protéines 
bactériennes possédant des domaines PDZ (Ortega et al., 2009). Mes résultats montrent que 
l’efficacité de dimérisation d’OutC est améliorée en présence de la protéine à secréter et de la 
sécrétine OutD. La formation d’un tel dimère peut correspondre à un état fonctionnel d’OutC au 
cours de la sécrétion. Par exemple, ce type de dimérisation serait cohérent avec l’idée que deux 
domaines PDZ puissent interagir simultanément avec la pectate lyase PelI : un avec la boucle 3 
du domaine Fn3 et un autre avec la boucle B du domaine catalytique (Pineau et al., 2014).  
Par ailleurs, indirectement, cette étude nous a permis de générer le substrat minimum du T2SS. 
En effet, nous avons observé la production de formes courtes de PelI portant les substitutions 
TAG de résidus Y218, K221 et D223 en absence du pBpa dans le milieu. Malgré l’absence 
d’une partie importante de la protéine (Figure 37), ces formes courtes de PelI restent stables et 
sont toujours prises en charge par le T2SS, et leur sécrétion dépend toujours du domaine PDZ. 
Par la suite, le mêmes variants ont été générés par l’introduction d’un codon TAA à la place de 
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mêmes résidus. Ces substrats « minimaux » présentent donc un modèle très attractif pour de 
futures études.  
Ces études ont également permis d’éclaircir quelques autres aspects de l’organisation et du 
fonctionnement du système Out. Pour cela, le pontage dirigé a été utilisé pour chercher les 
interactions entre les composants du système. Notamment, cette technique a permis de démontrer 
l’implication directe du brin β1 du domaine HR d’OutC dans son homodimérisation et 
l’interaction avec la sécrétine OutD. De plus, j’ai démontré que cette interaction est fortement 
affectée en présence d’une protéine sécrétée, PelB. Cependant, aucune interaction impliquant les 
brins β6 et β7 du domaine HR d’OutC n’a été détectée par cette technique. L’implication de ces 
deux sites d’HR dans les interactions avec la sécrétine OutD ont été démontrée par le pontage 
disulfure in vivo réalisé en parallèle (Wang et al., 2012). Cette étude a suggéré trois interfaces 
d’interaction entre les domaines périplasmiques d’OutC et OutD : 1) β1HR - β1N0, 2) β7HR – β2N0, 
et 3) β7HR – β10N2. Le même élément structural, le brin β7 serait donc impliqué dans l’interaction 
avec deux sites distincts d’OutD, β2N0 et β10N2, ce qui peut refléter le changement 
d’arrangéments de domaines périplasmiques d’OutC et OutD au cours de la sécrétion 
(Wang et al., 2012, voir la Figure S6). Ces résultats nous ont permis de démontrer non seulement 
la formation de multiples complexes impliquant des domaines périplasmiques d’OutC et d’OutD 
mais également de montrer la dynamique de leurs assemblages et des modifications de leurs 
organisations induites lors de la sécrétion. 
Le pontage dirigé du linker situé entre les deux feuillets β du domain HR m’a permis de 
démontrer un rôle important de cette région. Ainsi, cette région serait impliquée dans 
l’homodimérisation d’HR (via le résidu E126), l’interaction avec la sécrétine OutD (via le 
résidu N132) et l’interaction avec le composant situé dans la membrane interne OutL (via 
le résidu E127) (Figure 53). Une interaction entre les domaines périplasmiques d’OutC et OutL 
n’a jamais été mise en évidence auparavant. En effet, cette interaction peut faire partie d’un 
réseau complexe d’interactions mises en jeu lors de la transmission du signal de la protéine OutC 
vers les autres composants de la membrane interne, OutL et OutM et l’ATPase OutE. 
Effectivement, nous avons récemment démontré que les domaines périplasmiques FLD de 
protéines OutL et OutM se trouvent dans une dynamique entre l’homo et l’hétérodimérisation 
(Lallemand et al., 2013). De plus, leurs régions transmembranaires interagissent entre elles et 
avec celle d’OutC.  
Il est possible d’imaginer un tel ordre d’interactions. Le domaine PDZ interagit avec une 
protéine à sécréter et ce signal est transmis au domaine HR qui ensuite interagirait avec les 
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domaines périplasmiques d’OutD permettant leur repositionnement nécessaire à l’entrée du 
substrat. Le domaine HR interagirait aussi avec le domaine FLD d’OutL. Cette interaction 
diminue l’homodimérisation de domaines FLDs d’OutL et favorise l’interaction du domaine 
FLD d’OutL avec le domaine FLD d’OutM. Ces changements sont ensuite transmis aux 
segments transmembranaires des protéines OutC, OutL et OutM qui forment un réseau 
d’interactions au sein de la membrane interne connecté à l’ATPase cytoplasmique.  
Cette étude ouvre de nombreuses perspectives pour continuer la recherche sur les mécanismes 
de reconnaissance et de recrutement des protéines par le T2SS :  
A) L’identification de la région exacte de la sécrétine OutD impliquée dans l’interaction avec 
la boucle 3 du domaine Fn3 de PelI.  
B) L’identification de la région exacte de la sécrétine OutD impliquée dans l’interaction avec 
le linker situé entre deux domaines de PelI. 
C) Il sera intéressant de vérifier si la boucle 3 et le linker situé entre les deux domaines de PelI 
peuvent interagir simultanément avec la sécrétine OutD.  
D) L’identification de la région exacte de la protéine sécrétée PelB impliquée dans 
l’interaction avec le domaine PDZ d’OutC. On peut également élargir cette étude du domaine 
PDZ en faisant le pontage d’une zone plus large pour avoir plus d’information sur le site actif du 
PDZ et l’arrangement de différentes protéines sécrétées dans ce site. 
E) Une étude structurale de l’interaction entre les domaines Fn3 et PDZ par co-cristallisation 
de ces domaines et par résonance magnétique nucléaire sont envisageables.  
F) L’identification de la nature exacte d’autres partenaires de PelI suggérés par les 
expériences de pontage, notamment, de la protéine avec laquelle PelI interagit via les régions 
non structurées.  
G) Peut-on appliquer les résultats obtenus sur PelI pour les autres protéines sécrétées par le 
système Out ou le T2SS en général ? Il est donc intéressant de chercher des motifs communs au 
sein des autres protéines secrétés par T2SS. Une telle analyse a été initiée lors de cette étude 
(Pineau et al., 2014) et sera poursuivie.  
E) Le rôle possible des autres composants du système n’a pas été profondément exploité dans 
cette étude, même si les complexes formés ont été analysés avec des anticorps dirigés contre 
OutL, OutM, OutG et OutK. Effectivement, des travaux récents suggèrent que certains autres 
composants vont aussi interagir avec les protéines lors de leur sécrétion. 
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Annexe I.  
L’analyse par LC/MS-MS (Liquid chromatography–mass spectrometry) des complexes 

















Couverture de séquence de Q01565 [OutD].  
 
Fréquence peptides de Q01565 [OutD]  
 
Accession Coverage # Peptides MW [kDa] Score Description
E0SM75 21,80 12 36,7 374,01 Endo-pectate lyase OS=Dickeya dadantii (strain 3937) GN=pelI PE=4 SV=1 - [E0SM75_DICD3]
MFKYVIPLCA LTLAAPSFAA QTTLMLSQKS DVNYLGWSTD ESKVARQEVY RGTTSNPDLR ERIAVLDAET RTFKDADTNS 
GLNYWYWVDV VSENQAQVVS NAVTTAPNAG PLRAAKASSE CKPGATFENR TVDCGGVTIG TSCPNDSDKQ KPLIILKNAT 
VKNLRISASG GADGIHCDSG NCTIENVIWE DICEDAATNN GKTMTIVGGI AHNAKDGYGG KPDKVLQHNS KNSTTVVKGN 
FTLTGEHGKL WRSCGDCSNN GGPRFLTVTS ATVNGTIDSI AGVNRNYGDV ATISGLKIKN YKEGKPPVCE EFKGVVKGQG 
STEKYGEKWD TTNCKVSRSG VSKL 








Accession Coverage # Peptides MW [kDa] Score Description
Q01565 8,87 10 76,2 246,46 Type II secretion system protein D OS=Dickeya dadantii (strain 3937) GN=outD PE=1 SV=1 - [GSPD2_DICD3]
MLGKGIKKSW GWLGLTVLLL GSPCGWAAEF SASFKGTDIQ EFINTVSKNL NKTVIIDPTV RGTISVRSYD MMNEGQYYQF 
FLSVLDVYGF SVVPMDNGVL KVIRSKDAKS SSIPLANNEQ PGIGDELVTR VVPLNNVAAR DLAPLLRQLN DNAGAGTVVH 
YEPSNVLLMT GRAAVIKRLV DIVNTVDKTG DREMVTVPLT YASAEDVAKL VNDLNKSDEK NALPSTMLAN VVADGRTNSV 
VVSGEENARQ RAVEMIRQLD RKQVVQGGTK VIYLKYAKAL DLIEVLAGNG TSGNRNSSSS NASRPSSPRS GSSSNSNSSS 
GSSGSSSGSS SSSSSSSSMG FGSAFGSTSS SGGRTITIQG KEVTVRAHDQ TNSLIITAPP DIMRDLEQVI NQLDIRRPQV 
LVEAIIAEIQ DADGLNLGIQ WANKRAGMTQ FTNTGIPIST AVIGTDQFRS NGTLTTAYAS ALSSFNGVTA GFYRGNWSML 
LTALSSDSKN DVLATPSIVT LDNMEATFNV GQEVPVLTGS QTTSADNIFN TVERKTVGIK LRVKPQINEG DSVLLQIEQE 
VSSVADSNSS TNSSLGVTFN TRTVNNAVMV TNGETVVVGG LLDKTSVESN DKVPLLGDIP WLGSLFRSKS QEVRKRNLML 
FLRPTIIRDP GQFQEASINK YRSFNNEQQQ QRGEGNGVLD NNTLRLSGGN TYTFRQVQSS ISDFYKPEGR 





























Fréquence peptides de Q01565 [OutD]. 
Accession Coverage # Peptides MW [kDa] Score Description
E0SM75 13,66 4 36,7 146,00 Endo-pectate lyase OS=Dickeya dadantii (strain 3937) GN=pelI PE=4 SV=1 - [E0SM75_DICD3]




Accession Coverage # Peptides MW [kDa] Score Description
Q01565 32,39 24 76,2 1007,65 Type II secretion system protein D OS=Dickeya dadantii (strain 3937) GN=outD PE=1 SV=1 - [GSPD2_DICD3]
MFKYVIPLCA LTLAAPSFAA QTTLMLSQKS DVNYLGWSTD ESKVARQEVY RGTTSNPDLR ERIAVLDAET RTFKDADTNS 
GLNYWYWVDV VSENQAQVVS NAVTTAPNAG PLRAAKASSE CKPGATFENR TVDCGGVTIG TSCPNDSDKQ KPLIILKNAT 
VKNLRISASG GADGIHCDSG NCTIENVIWE DICEDAATNN GKTMTIVGGI AHNAKDGYGG KPDKVLQHNS KNSTTVVKGN 
FTLTGEHGKL WRSCGDCSNN GGPRFLTVTS ATVNGTIDSI AGVNRNYGDV ATISGLKIKN YKEGKPPVCE EFKGVVKGQG 
STEKYGEKWD TTNCKVSRSG VSKL 
MLGKGIKKSW GWLGLTVLLL GSPCGWAAEF SASFKGTDIQ EFINTVSKNL NKTVIIDPTV RGTISVRSYD MMNEGQYYQF 
FLSVLDVYGF SVVPMDNGVL KVIRSKDAKS SSIPLANNEQ PGIGDELVTR VVPLNNVAAR DLAPLLRQLN DNAGAGTVVH 
YEPSNVLLMT GRAAVIKRLV DIVNTVDKTG DREMVTVPLT YASAEDVAKL VNDLNKSDEK NALPSTMLAN VVADGRTNSV 
VVSGEENARQ RAVEMIRQLD RKQVVQGGTK VIYLKYAKAL DLIEVLAGNG TSGNRNSSSS NASRPSSPRS GSSSNSNSSS 
GSSGSSSGSS SSSSSSSSMG FGSAFGSTSS SGGRTITIQG KEVTVRAHDQ TNSLIITAPP DIMRDLEQVI NQLDIRRPQV 
LVEAIIAEIQ DADGLNLGIQ WANKRAGMTQ FTNTGIPIST AVIGTDQFRS NGTLTTAYAS ALSSFNGVTA GFYRGNWSML 
LTALSSDSKN DVLATPSIVT LDNMEATFNV GQEVPVLTGS QTTSADNIFN TVERKTVGIK LRVKPQINEG DSVLLQIEQE 
VSSVADSNSS TNSSLGVTFN TRTVNNAVMV TNGETVVVGG LLDKTSVESN DKVPLLGDIP WLGSLFRSKS QEVRKRNLML 
FLRPTIIRDP GQFQEASINK YRSFNNEQQQ QRGEGNGVLD NNTLRLSGGN TYTFRQVQSS ISDFYKPEGR 
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Couverture de séquence de Q01565 [OutD]. 
 ? Pell-D4(voir Figure 22 plus haut). 
OutD. 
 




























Accession Coverage # Peptides MW [kDa] Score Description










Accession Coverage # Peptides MW [kDa] Score Description
Q01565 60,85 364 76,2 10732,03 Type II secretion system protein D OS=Dickeya dadantii (strain 3937) GN=outD PE=1 SV=1 - [GSPD2_DICD3]
MLGKGIKKSW GWLGLTVLLL GSPCGWAAEF SASFKGTDIQ EFINTVSKNL NKTVIIDPTV RGTISVRSYD MMNEGQYYQF
FLSVLDVYGF SVVPMDNGVL KVIRSKDAKS SSIPLANNEQ PGIGDELVTR VVPLNNVAAR DLAPLLRQLN DNAGAGTVVH
YEPSNVLLMT GRAAVIKRLV DIVNTVDKTG DREMVTVPLT YASAEDVAKL VNDLNKSDEK NALPSTMLAN VVADGRTNSV
VVSGEENARQ RAVEMIRQLD RKQVVQGGTK VIYLKYAKAL DLIEVLAGNG TSGNRNSSSS NASRPSSPRS GSSSNSNSSS
GSSGSSSGSS SSSSSSSSMG FGSAFGSTSS SGGRTITIQG KEVTVRAHDQ TNSLIITAPP DIMRDLEQVI NQLDIRRPQV
LVEAIIAEIQ DADGLNLGIQ WANKRAGMTQ FTNTGIPIST AVIGTDQFRS NGTLTTAYAS ALSSFNGVTA GFYRGNWSML
LTALSSDSKN DVLATPSIVT LDNMEATFNV GQEVPVLTGS QTTSADNIFN TVERKTVGIK LRVKPQINEG DSVLLQIEQE
VSSVADSNSS TNSSLGVTFN TRTVNNAVMV TNGETVVVGG LLDKTSVESN DKVPLLGDIP WLGSLFRSKS QEVRKRNLML
FLRPTIIRDP GQFQEASINK YRSFNNEQQQ QRGEGNGVLD NNTLRLSGGN TYTFRQVQSS ISDFYKPEGR 
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Fréquence peptides d’E0SM75 [PelI]. 
 
 












































Accession Coverage # Peptides MW [kDa] Score Description
E0SM75 27,33 15 36,7 418,78 Endo-pectate lyase OS=Dickeya dadantii (strain 3937) GN=pelI PE=4 SV=1 - [E0SM75_DICD3]










MFKYVIPLCA LTLAAPSFAA QTTLMLSQKS DVNYLGWSTD ESKVARQEVY RGTTSNPDLR ERIAVLDAET RTFKDADTNS 
GLNYWYWVDV VSENQAQVVS NAVTTAPNAG PLRAAKASSE CKPGATFENR TVDCGGVTIG TSCPNDSDKQ KPLIILKNAT 
VKNLRISASG GADGIHCDSG NCTIENVIWE DICEDAATNN GKTMTIVGGI AHNAKDGYGG KPDKVLQHNS KNSTTVVKGN 
FTLTGEHGKL WRSCGDCSNN GGPRFLTVTS ATVNGTIDSI AGVNRNYGDV ATISGLKIKN YKEGKPPVCE EFKGVVKGQG 










































Accession Coverage # Peptides MW [kDa] Score Description
E0SN28 28,33 16 37,6 406,78 Outer membrane protein A (3a;II*;G;d) OS=Dickeya dadantii (strain 3937) GN=ompA PE=3 SV=1 - [E0SN28_DICD3]
Accession Coverage # Peptides MW [kDa] Score Description
E0SKX4 49,92 51 70,8 1409,92 ATP-dependent zinc metalloprotease FtsH OS=Dickeya dadantii (strain 3937) GN=ftsH PE=3 SV=1 - [E0SKX4_DICD3]
Total % Cov Accession # Name Peptides(95%)
176,67 90,6 Q01565 Type II secretion system protein D OS=Dickeya dadantii (strain 3937) GN=outD PE=1 SV=1 91
Peptides verts : peptides identifiés avec une confiance > 95%
Peptides jaune : peptides identifiés avec une confiance > 50% et < 95%
Total % Cov Accession # Name Peptides(95%)
















MKKTAIAIAV ALAGFATVAQ AAPNDNTWYA GAKLGWSQYH DTGLTGNGYN VTNAAQNQLG AGAFGGYQVN PYLGFEMGYD 
WLGRMKYNGG NQGSFKAQGV QLSAKLSYPI VDDLDIYTRL GGFVSRTDSH DNSGLNDHDT GVSPLAAVGV EYAITKNWAT 
RLDYQWVNNI GDASTVGGRP DNGLLSVGVS YRFGQETAAP APVIAAPAPT PAPAPVVQTK RFTLKSDVLF NFNKATLKPE 
GQRSLDQLYS QLSTLDPKDG SVVVLGFTDR LGSDQYNQTL STKRAQTVVD YLVHKGIPAN KISARGMGKA NPVSGSTCTN 
VKARAALIDC LAPDRRVEIE VKGIKDVVTQ PQA 
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Accession Coverage # Peptides MW [kDa] Score Description
E0SM75 20,64 6 36,7 270,59 Endo-pectate lyase OS=Dickeya dadantii (strain 3937) GN=pelI PE=4 SV=1 - [E0SM75_DICD3]






Accession Coverage # Peptides MW [kDa] Score Description
E0SN28 38,24 13 37,6 609,97 Outer membrane protein A (3a;II*;G;d) OS=Dickeya dadantii (strain 3937) GN=ompA PE=3 SV=1 - [E0SN28_DICD3]
Accession Coverage # Peptides MW [kDa] Score Description
Q01565 7,61 3 76,2 118,28 Type II secretion system protein D OS=Dickeya dadantii (strain 3937) GN=outD PE=1 SV=1 - [GSPD2_DICD3]




MFKYVIPLCA LTLAAPSFAA QTTLMLSQKS DVNYLGWSTD ESKVARQEVY RGTTSNPDLR ERIAVLDAET RTFKDADTNS 
GLNYWYWVDV VSENQAQVVS NAVTTAPNAG PLRAAKASSE CKPGATFENR TVDCGGVTIG TSCPNDSDKQ KPLIILKNAT 
VKNLRISASG GADGIHCDSG NCTIENVIWE DICEDAATNN GKTMTIVGGI AHNAKDGYGG KPDKVLQHNS KNSTTVVKGN 
FTLTGEHGKL WRSCGDCSNN GGPRFLTVTS ATVNGTIDSI AGVNRNYGDV ATISGLKIKN YKEGKPPVCE EFKGVVKGQG 
STEKYGEKWD TTNCKVSRSG VSKL 
MLGKGIKKSW GWLGLTVLLL GSPCGWAAEF SASFKGTDIQ EFINTVSKNL NKTVIIDPTV RGTISVRSYD MMNEGQYYQF 
FLSVLDVYGF SVVPMDNGVL KVIRSKDAKS SSIPLANNEQ PGIGDELVTR VVPLNNVAAR DLAPLLRQLN DNAGAGTVVH 
YEPSNVLLMT GRAAVIKRLV DIVNTVDKTG DREMVTVPLT YASAEDVAKL VNDLNKSDEK NALPSTMLAN VVADGRTNSV 
VVSGEENARQ RAVEMIRQLD RKQVVQGGTK VIYLKYAKAL DLIEVLAGNG TSGNRNSSSS NASRPSSPRS GSSSNSNSSS 
GSSGSSSGSS SSSSSSSSMG FGSAFGSTSS SGGRTITIQG KEVTVRAHDQ TNSLIITAPP DIMRDLEQVI NQLDIRRPQV 
LVEAIIAEIQ DADGLNLGIQ WANKRAGMTQ FTNTGIPIST AVIGTDQFRS NGTLTTAYAS ALSSFNGVTA GFYRGNWSML 
LTALSSDSKN DVLATPSIVT LDNMEATFNV GQEVPVLTGS QTTSADNIFN TVERKTVGIK LRVKPQINEG DSVLLQIEQE 
VSSVADSNSS TNSSLGVTFN TRTVNNAVMV TNGETVVVGG LLDKTSVESN DKVPLLGDIP WLGSLFRSKS QEVRKRNLML 
FLRPTIIRDP GQFQEASINK YRSFNNEQQQ QRGEGNGVLD NNTLRLSGGN TYTFRQVQSS ISDFYKPEGR 
MKKTAIAIAV ALAGFATVAQ AAPNDNTWYA GAKLGWSQYH DTGLTGNGYN VTNAAQNQLG AGAFGGYQVN PYLGFEMGYD 
WLGRMKYNGG NQGSFKAQGV QLSAKLSYPI VDDLDIYTRL GGFVSRTDSH DNSGLNDHDT GVSPLAAVGV EYAITKNWAT 
RLDYQWVNNI GDASTVGGRP DNGLLSVGVS YRFGQETAAP APVIAAPAPT PAPAPVVQTK RFTLKSDVLF NFNKATLKPE 
GQRSLDQLYS QLSTLDPKDG SVVVLGFTDR LGSDQYNQTL STKRAQTVVD YLVHKGIPAN KISARGMGKA NPVSGSTCTN 
VKARAALIDC LAPDRRVEIE VKGIKDVVTQ PQA 
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? PelI-1 (voir Figure 23 plus bas). 
OutD. 
 






Figure 23. Résultats de différents tests d’immunoprécipitation de complexes formés par 
PelI D58pBpa (voir p. 142).  
? PelI-2 (Figure 23). 
OutD. 
 




Accession Coverage # Peptides MW [kDa] Score Description















Accession Coverage # Peptides MW [kDa] Score Description
Q01565 8,03 6 76,2 185,76 Type II secretion system protein D OS=Dickeya dadantii (strain 3937) GN=outD PE=1 SV=1 - [GSPD2_DICD3]
Accession Coverage # Peptides MW [kDa] Score Description
Q01565 6,76 3 76,2 133,50 Type II secretion system protein D OS=Dickeya dadantii (strain 3937) GN=outD PE=1 SV=1 - [GSPD2_DICD3
202 
 






















Accession Coverage # Peptides MW [kDa] Score Description
Q01565 3,52 2 76,2 140,08 Type II secretion system protein D OS=Dickeya dadantii (strain 3937) GN=outD PE=1 SV=1 - [GSPD2_DICD3
Total % Cov Accession # Name Peptides(95%)
27,29 55,5 E0SM75 Endo-pectate lyase OS=Dickeya dadantii (strain 3937) GN=pelI PE=4 SV=1 13

















% Cov Accession # Name Peptides(95%)



















































































































































































































































































































Annexe III.  
Souches bactériennes, plasmides et oligonucléotides utilisés.  
Souches bactériennes.  
Nom Génotype   Source 
Escherichia coli 
NM522 supE thi-1 ∆(lac-proAB) ∆(mcrB-hsdSM)5 (rK- mK+) 
 [F´ proAB lacIqZ∆M15]         Stratagene 
MC4100 F− araD139 deoC1 flbB5301 ptsF25 rbsR relA1 rpsL150  
 Δ(argF-lac)U169          Casadaban, 1976 
DH10B      F– mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZΔM15  
     ΔlacX74 recA1endA1 araD139 Δ(ara leu) 7697  
     galU galK rpsL nupG λ–            Grant et al., 1990 
PAP5295  ΔmalE malG501 F−lacIQ araD139 deoC1 flbB5301  
 ptsF25 rbsR relA1 rpsL150 Δ(argF-lac)U169         Olivera Francetic 
 
Dickeya dadantii 
A576 lacZ2 arg-10 kdgK Hugouvieux-Cotte-Pattat, 1987 
A3756 lacZ2 pelI::uidA(KanR)  Pineau et al., 2014 
A5413 lacZ2 ΔoutC (ΔMamI-Asp700) pelI ::uidA(KanR)               Pineau et al., 2014 










Nom Description    Source 
pBAD-ELM pBAD exprimants HA-OutE, VSV-OutL et cMyc-OutM  B. Py 
pTdB pT7-6 carrrying PpelC  Bouley et al., 2001 
pSup pSup-BpaRS-6TRN Ryu & Schultz, 2006 
pBS-PLI(T53TAG) pBS-PLI portant la mutation T53TAG   Ce travail 
pBS-PLI(T54TAG) pBS-PLI portant la mutation T54TAG   Ce travail 
pBS-PLI(S55TAG) pBS-PLI portant la mutation S55TAG   Ce travail 
pBS-PLI(N56TAG) pBS-PLI portant la mutation N56TAG   Ce travail  
pBS-PLI(P57TAG) pBS-PLI portant la mutation P57TAG   Ce travail 
pBS-PLI(D58TAG) pBS-PLI portant la mutation D58TAG   Ce travail  
pBS-PLI(L59TAG) pBS-PLI portant la mutation L59TAG   Ce travail  
pBS-PLI(R60TAG) pBS-PLI portant la mutation R60TAG   Ce travail  
pBS-PLI(E61TAG) pBS-PLI portant la mutation E61TAG   Ce travail 
pBS-PLI(I63TAG) pBS-PLI portant la mutation I63TAG   Ce travail 
pBS-PLI(A64TAG) pBS-PLI portant la mutation A64TAG   Ce travail 
pBS-PLI(V65TAG) pBS-PLI portant la mutation V65TAG   Ce travail 
pBS-PLI(L66TAG) pBS-PLI portant la mutation L66TAG   Ce travail 
pBS-PLI(T78TAG) pBS-PLI portant la mutation T78TAG   Ce travail 
pBS-PLI(S80TAG) pBS-PLI portant la mutation S80TAG   Ce travail 
pBS-PLI(G81TAG) pBS-PLI portant la mutation G81TAG   Ce travail 
pBS-PLI(L82TAG) pBS-PLI portant la mutation L82TAG   Ce travail 
pBS-PLI(N83TAG) pBS-PLI portant la mutation N83TAG   Ce travail 
pBS-PLI(E93TAG) pBS-PLI portant la mutation E93TAG   Ce travail 
pBS-PLI(N94TAG) pBS-PLI portant la mutation N94TAG   Ce travail 
pTdB-oCD pT7-6 avec les genes outC et outD de D.dadantii  
 sous le control de PpelC Wang et al., 2012 
pTdB-oCDS pTdB-oCD portant outS of D.dadantii   Ce travail 
pTdB-oC(G99TAG)DS pTdB-oCDS portant outC (G99TAG)   Ce travail 
pTdB-oC(V100TAG)DS pTdB-oCDS portant outC (V100TAG)   Ce travail 
pTdB-oC(M101TAG)DS pTdB-oCDS portant outC (M101TAG)   Ce travail 
pTPLB-oC(M101TAG)DS pTdB-oC(M101TAG)DS portant pelB de D.dadantii   Ce travail 
pTdB-oC(N125TAG)DS pTdB-oCDS portant outC (N125TAG)   Ce travail 
pTdB-oC(E126TAG)DS pTdB-oCDS portant outC (E126TAG)   Ce travail 
pTPLB-oC(E126TAG)DS pTdB-oC(E126TAG)DS portant pelB de D.dadantii   Ce travail 
pTdB-oC(E127TAG)DS pTdB-oCDS portant outC (E127TAG)   Ce travail 
pTPLB-oC(E127TAG)DS pTdB-oC(E127TAG)DS portant pelB de D.dadantii   Ce travail 
pTdB-oC(P129TAG)DS pTdB-oCDS portant outC (P129TAG)   Ce travail 
pTdB-oC(N132TAG)DS pTdB-oCDS portant outC (N132TAG)   Ce travail 
pTPLB-oC(N132TAG)DS pTdB-oC(N132TAG)DS portant pelB de D.dadantii   Ce travail 
pTdB-oC(V143TAG)DS pTdB-oCDS portant outC (V143TAG)   Ce travail 
pTdB-oC(V144TAG)DS pTdB-oCDS portant outC (V144TAG)   Ce travail 
pTdB-oC(V145TAG)DS pTdB-oCDS portant outC (V145TAG)   Ce travail 
pTdB-oC(V153TAG)DS pTdB-oCDS portant outC (V153TAG)   Ce travail 
pTdB-oC(L154TAG)DS pTdB-oCDS portant outC (L154TAG)   Ce travail 
pTdB-oC(L154TAG)DS pTdB-oCDS portant outC (L154TAG)   Ce travail 
pTdB-oC(L154TAG)DS pTdB-oCDS portant outC (L154TAG)   Ce travail 
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pTdB-oC(P192TAG)DS pTdB-oCDS portant outC (P192TAG)   Ce travail 
pTdB-oC(M194TAG)DS pTdB-oCDS portant outC (M194TAG)   Ce travail 
pTdB-oC(K198TAG)DS pTdB-oCDS portant outC (K198TAG)   Ce travail 
pTdB-PLI-oC(K198TAG)DS pTdB-oC(K198TAG)DS portant pelI de D.dadantii   Ce travail 
pTdB-oC(L199TAG)DS pTdB-oCDS portant outC (L199TAG)   Ce travail 
pTdB-oC(A235TAG)DS pTdB-oCDS portant outC (A235TAG)    Ce travail 
pTdB-PLI-oC(A235TAG)DS pTdB-oC(A235TAG)DS portant pelI de D.dadantii  Ce travail 
pTdB-oC(E236TAG)DS pTdB-oCDS portant outC (A235TAG)   Ce travail 
pTdB-oC(K239TAG)DS pTdB-oCDS portant outC (K239TAG)   Ce travail 
pTPLB-oC(K239TAG)DS pTdB-oC(K239TAG)DS portant pelB de D.dadantii   Ce travail 
pTdB-PLI-oC(K239TAG)DS pTdB-oC(K239TAG)DS portant pelI de D.dadantii   Ce travail 
pTPLB-oC(K239TAG)∆DS pTPLBoC(K239TAG)DS portant la délétion dans outD  Ce travail 
pTdB-oCD(K239TAG) pTdB-oCD portant outC (K239TAG)   Ce travail 
pTdB-oC(M242TAG)DS pTdB-oCDS portant outC (M242TAG)    Ce travail 
pTdB-PLI-oC(M242TAG)DS pTdB-oC(M242TAG)DS portant pelI de D.dadantii  Ce travail 
pTdB-oC(E243TAG)DS pTdB-oCDS portant outC (E243TAG)   Ce travail 
pTdB-oC(A246TAG)DS pTdB-oCDS portant outC (A246TAG)   Ce travail 
pTdB-PLI-oC(A246TAG)DS pTdB-oC(A246TAG)DS portant pelI de D.dadantii  Ce travail 
pTdB-PLI-oCDS pTdB-oCDS portant pelI of D.dadantii   Ce travail 
pTdB-PLI(Y50TAG)-oCDS pTdB-oCDS portant pelI (Y50TAG)     Ce travail 
pTdB-PLI(T53TAG)-oCDS pTdB-oCDS portant pelI (T53TAG)     Ce travail 
pTdB-PLI(T54TAG)-oCDS pTdB-oCDS portant pelI (T54TAG)     Ce travail  
pTdB-PLI(S55TAG)-oCDS pTdB-oCDS portant pelI (S55TAG)     Ce travail  
pTdB-PLI(N56TAG)-oCDS pTdB-oCDS portant pelI (N56TAG)     Ce travail  
pTdB-PLI(P57TAG)-oCDS pTdB-oCDS portant pelI (P57TAG)     Ce travail 
pTdB-PLI(D58TAG)-oCDS pTdB-oCDS portant pelI (D58TAG)     Ce travail 
pTdB-PLI(R60TAG)-oCDS pTdB-oCDS portant pelI (R60TAG)     Ce travail 
pTdB-PLI(E61TAG)-oCDS pTdB-oCDS portant pelI (E61TAG)    Ce travail 
pTdB-PLI(I63TAG)-oCDS pTdB-oCDS portant pelI (I63TAG)    Ce travail 
pTdB-PLI(A64TAG)-oCDS pTdB-oCDS portant pelI (A64TAG)    Ce travail 
pTdB-PLI(V65TAG)-oCDS pTdB-oCDS portant pelI (V65TAG)    Ce travail 
pTdB-PLI(L66TAG)-oCDS pTdB-oCDS portant pelI (L66TAG)    Ce travail 
pTdB-PLI(V65TAG)-oCDS pTdB-oCDS portant pelI (V65TAG)    Ce travail 
pTdB-PLI(L66TAG)-oCDS pTdB-oCDS portant pelI (L66TAG)    Ce travail 
pTdB-PLI(W85TAG)-oCDS pTdB-oCDS portant pelI (W85TAG)    Ce travail 
pTdB-PLI(V90TAG)-oCDS pTdB-oCDS portant pelI (V90TAG)    Ce travail 
pTdB-PLI(V91TAG)-oCDS pTdB-oCDS portant pelI (V91TAG)    Ce travail 
pTdB-PLI(A106TAG)-oCDS pTdB-oCDS portant pelI (A106TAG)    Ce travail 
pTdB-PLI(P107TAG)-oCDS pTdB-oCDS portant pelI (P107TAG)    Ce travail 
pTdB-PLI(N108TAG)-oCDS pTdB-oCDS portant pelI (N108TAG)     Ce travail 
pTdB-PLI(A109TAG)-oCDS pTdB-oCDS portant pelI (A109TAG)     Ce travail 
pTdB-PLI(G110TAG)-oCDS pTdB-oCDS portant pelI (G110TAG)     Ce travail 
pTdB-PLI(N145TAG)-oCDS pTdB-oCDS portant pelI (N145TAG)      Ce travail 
pTdB-PLI(D146TAG)-oCDS pTdB-oCDS portant pelI (D146TAG)     Ce travail 
pTdB-PLI(K149TAG)-oCDS pTdB-oCDS portant pelI (K149TAG)     Ce travail 
pTdB-PLI(K215TAG)-oCDS pTdB-oCDS portant pelI (K215TAG)     Ce travail 
pTdB-PLI(Y218TAG)-oCDS pTdB-oCDS portant pelI (Y218TAG)     Ce travail 
pTdB-PLI(K221TAG)-oCDS pTdB-oCDS portant pelI (K221TAG)     Ce travail 
pTdB-PLI(D223TAG)-oCDS pTdB-oCDS portant pelI (D223TAG)     Ce travail 
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pTdB-PLI(K221TAG)-oCDS pTdB-oCDS portant pelI (K221TAG)     Ce travail 
pTdB-PLI(D58TAG)-oC∆PDZDS pTdB-PLI(D58TAG)-oCDS portant outC (Q171TAA)   Ce travail 
pTdB-PLI(K317TAG)-oCDS pTdB-oCDS portant pelI (K317TAG)     Ce travail 
pTdB-PLI(Q319TAG)-oCDS pTdB-oCDS portant pelI (Q319TAG)     Ce travail 
 
Oligonucléotides.  
Nom Nucleotide sequence (5’-3’) b Mutation 
PLI_S42TAGa ctgggctggtctaccgacgaatagaaagtggcgcgtcaggaag Fn3(PelI)S42TAG 
PLI_K43TAGa ctggtctaccgacgaaagttaggtggcgcgtcaggaagtttatc Fn3(PelI)K43TAG 
PLI_Y50TAGa gtggcgcgtcaggaagtttagcgcggcactaccagcaaccctg Fn3(PelI)Y50TAG 
PLI_T53TAGa gtcaggaagtttatcgcggctagaccagcaaccctgacctgc Fn3(PelI)T53TAG 
PLI_T54TAGa caggaagtttatcgcggcacttagagcaaccctgacctgcgtc Fn3(PelI)T54TAG 
PLI_S55TAGa gaagtttatcgcggcactacctagaaccctgacctgcgtgaac Fn3(PelI)S55TAG 
PLI_N56TAGa ggaagtttatcgcggcacttagcctgcgtgaacgtatcgccg Fn3(PelI)N56TAG 
PLI_P57TAGa cgcggcactaccagcaactaggacctgcgtgaacgtatc Fn3(PelI)P57TAG 
PLI_D58TAGa cggcactaccagcaacccttagctgcgtgaacgtatcgccg Fn3(PelI)D58TAG 
PLI_L59TAGa cactaccagcaaccctgactagcgtgaacgtatcgccgtg Fn3(PelI)L59TAG 
PLI_R60TAGa ctaccagcaaccctgaccctgtaggaacgtatcgccgtggacg Fn3(PelI)R60TAG 
PLI_E61TAGa cagcaaccctgaccctgcgttagcgtatcgccgtggacgcggaaac Fn3(PelI)E61TAG 
PLI_I63TAGa ccctgacctgcgtgaacgttaggccgtgctggacgcggaaac Fn3(PelI)I63TAG 
PLI_A64TAGa cctgacctgcgtgaacgtatctaggtgctggacgcggaaacc Fn3(PelI)A64TAG 
PLI_V65TAGa gacctgcgtgaacgtatcgcctagctggacgcggaaacccgtac Fn3(PelI)V65TAG 
PLI_L66TAGa cctgcgtgaacgtatcgccgtgtaggacgcggaaacccgtacc Fn3(PelI)L66TAG 
PLI_T78TAGa gtacctttaaagatgccgactagaatagcggcctcaattactg Fn3(PelI)T78TAG 
PLI_S80TAGa ctttaaagatgccgacaccaatagggcctcaattactggtactgggtg Fn3(PelI)S80TAG 
PLI_G81TAGa ctttaaagatgccgacaccaatagctagctcaattactggtactgggtg Fn3(PelI)G81TAG 
PLI_L82TAGa gccgacaccaatagcggctagaattactggtactgggtggacg Fn3(PelI)L82TAG 
PLI_N83TAGa gatgccgacaccaatagcggcctctagtactggtactgggtggac Fn3(PelI)N83TAG 
PLI_W85TAGa ccaatagcggcctcaattactagtactgggtggacgtcgtcagc Fn3(PelI)W85TAG 
PLI_V90TAGa ctggtactgggtggactaggtcagcgaaaatcaggctcagg Fn3(PelI)V90TAG 
PLI_V91TAGa ctggtactgggtggacgtctagagcgaaaatcaggctcagg Fn3(PelI)V91TAG 
PLI_E93TAGa ctgggtggacgtcgtcagctagaatcaggctcaggtcgtatc Fn3(PelI)N83TAG 
PLI_N94TAGa gtggacgtcgtcagcgaatagcaggctcaggtcgtatcaaatg Fn3(PelI)N94TAG 
PLI_A106TAGa gtatcaaatgccgtcaccacctagccgaacgccggcccgctg PelIA106TAG 
PLI_P107TAGa caaatgccgtcaccaccgcatagaacgccggcccgctgcgcgcag PelIP107TAG 
PLI_N108TAGa gccgtcaccaccgcaccgtaggccggcccgctgcgcgcag PelIN108TAG 
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PLI_A109TAGa gtcaccaccgcaccgaactagggcccgctgcgcgcagcgaaag PelIA109TAG 
PLI_G110TAGa gtcaccaccgcaccgaacgcctagccgctgcgcgcagcgaaag PelIG110TAG 
PLI_N145TAGa gaccatcggcacctcctgtccgtaggacagcgacaagcagaaac PelIN145TAG 
PLI_D146TAGa catcggcacctcctgtccgaattagagcgacaagcagaaaccgctg PelID146TAG 
PLI_K149TAGa ctcctgtccgaatgacagcgactagcagaaaccgctgatcattctg PelIK149TAG 
PLI_K215TAGa cgggatcgcgcataacgcctaggacggttatggcggcaaaccggac PelIK215TAG 
PLI_Y218TAGa gcataacgccaaagacggttagggcggcaaaccggacaaagtg PelIY218TAG 
PLI_K221TAGa caaagacggttatggcggctagccggacaaagtgctgcagcac PelIK221TAG 
PLI_D223TAGa gacggttatggcggcaaaccgtagaaagtgctgcagcacaattc PelID223TAG 
PLI_K317TAGa gagttcaaaggcgtagtatagggccagggctcaacggaaaaatac PelIK317TAG 
PLI_Q319TAGa gagttcaaaggcgtagtatagggccagggctcaacggaaaaatac PelIQ319TAG 
OuC_G99TAGa ctagctgaacctttcgctgacctaggtcatggccggcgatgac OutCG99TAG 
OuC_V100TAGa ctgaacctttcgctgaccggctagatggccggcgatgacgattcc OutCV100TAG 
OuC_M101TAGa gaacctttcgctgaccggcgtctaggccggcgatgacgattcccg OutCM101TAG 
OuC_N125TAGa gaacagttcagtcgtggcgtctaggaagaggttcctggctataac OutCN125TAG 
OuC_E126TAGa gttcagtcgtggcgtcaattaggaggttcctggctataacgc OutCE126TAG 
OuC_E127TAGa gttcagtcgtggcgtcaatgaataggttcctggctataacgc OutCE127TAG 
OuC_N132TAGa caatgaagaggttcctggctattaggccaaaatcgtatcgatccg OutCE127TAG 
OuC_V144TAGa cgatccggccggatagagtgtagctgcagtatcaagggcgttatg OutCV144TAG 
OuC_V145TAGa gatccggccggatagagtggtgtagcagtatcaagggcgttatg OutCV144TAG 
OuC_V153TAGa cagtatcaagggcgttatgaatagctgggattgtacagccaggag OutCV153TAG 
OuC_L154TAGa gtatcaagggcgttatgaagtgtagggattgtacagccaggagg OutCL154TAG 
OuC_Q171TAAa cggacggcgttcctggcgcctaagtcaacgagcttcagc OutCQ171TAA 
OuC_P192TAGa gcgattacgtctctttctcctagatcatgaacgacaacaag OutCP192TAG 
OuC_M194TAGa cgtctctttctccccgatctagaacgacaacaagttgcag OutCM194TAG 
OuC_K198TAGa ctccccgatcatgaacgacaactagttgcagggctaccggttg OutC K198TAG 
OuC_L199TAGa cgatcatgaacgacaacaagtagcagggctaccggttgaatc OutCL199TAG 
OuC_A235TAGa ctgaacgggttggatttgcgcgattaggagcaggcgaaaaaagcc OutCA235TAG 
OuC_E236TAGa gttggatttgcgcgatgcgtagcaggcgaaaaaagccatg OutCE236TAG 
OuC_K239TAGa gcgatgcggagcaggcgtagaaagccatggaacgcatggctg OutCK239TAG 
OuC_M242TAGa gcggagcaggcgaaaaaagcctaggaacgcatggctgatgtgc OutCM242TAG 
OuC_E243TAGa gcaggcgaaaaaagccatgtagcgcatggctgatgtgcataac OutCE243TAG 
OuC_A246TAGa gaaaaaagccatggaacgcatgtaggatgtgcataactttaccctg OutCA246TAG 
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The type II secretion system (T2SS) transports folded proteins from the periplasm through the 
outer membrane into the milieu. In many pathogenic Gram-negative bacteria, the T2SS secretes 
various virulence factors in host tissue and is directly involved in pathogenesis. The 
phytopathogen Dickeya dadantii secretes a dozen of pectinases through a T2SS named Out. The 
secreted proteins are lacking an obvious common signal and secretion is thought to involve 
multiple transient interactions of folded exoproteins with several T2SS components. Molecular 
nature of these interactions remains unknown. To address this question we used an in vivo site-
specific photo-crosslinking approach to capture such transient interactions within the functional 
T2SS of D. dadantii. In this technique, the photo-crosslinker para-benzoyl-L-phenylalanine, 
pBpa, is introduced in vivo in place of a residue of interest and UV-irradiation of living cells 
provokes the formation of complexes between the protein of interest and its partners. First, in a 
systematic approach, pBpa was introduced at several surface-exposed sites of the secreted 
protein PelI. This strategy permitted us to identify that one structural element, loop 3 of Fn3 
domain in PelI, interacts both with the secretin, the outer membrane T2SS component, and with 
the PDZ domain of OutC, an inner membrane T2SS component. These results suggest that this 
loop 3 is a part of the secretion motif. The same approach permitted us to identify two other 
regions of PelI interacting with the T2SS: a linker situated between the two domains of PelI, 
which interacts with OutD, and an exposed region of the catalytic domain of PelI interacting 
with OutC.   
In another approach, pBpa was introduced into the T2SS components, OutC and OutD. These 
experiments suggested that the PDZ domain of OutC interacts with the secreted protein PelB. 
This study, in complement with other approaches, allowed us to uncover some important 
molecular features of the protein secretion by the T2SS. 
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Caractérisation moléculaire des signaux de sécrétion des protéines sécrétées par le 
système de sécrétion de type II de la bactérie phytopathogène Dickeya dadantii. 
 
Résumé de la thèse : 
 
Le système de sécrétion de type II (T2SS) assure le transport de protéines sous une forme 
repliée du périplasme dans le milieu extracellulaire. Ce système est largement exploité par les 
bactéries à Gram négatif pathogènes des plantes, des animaux et de l’homme où il permet la 
sécrétion de facteurs de virulence (des toxines et des enzymes lytiques). La bactérie phytopathogène 
Dickeya dadantii utilise le T2SS appelé Out, pour sécréter une douzaine de pectinases qui dégradent 
les parois des cellules végétales. Les protéines sécrétées par le T2SS n’ont pas de motif de sécrétion 
apparent et leur sécrétion implique plusieurs interactions transitoires avec les composants du 
système. La nature moléculaire de ces interactions n’est pas connue. Afin de capter ces interactions 
transitoires lors du processus de sécrétion, j’ai utilisé le pontage dirigé in vivo. Cette technique 
repose sur l’incorporation d’un analogue photoréactif d’un acide aminé (le para-benzoyl-L-
phénylalanine, pBpa) à la place des résidus soupçonnés de faire partie d’un site d’interaction. Le 
pontage est ensuite activé par une courte exposition des cellules aux UV ce qui permet la formation 
des complexes protéiques. Tout d’abord, cette technique a été utilisée pour introduire le pBpa dans 
plusieurs régions exposées à la surface d’une exoprotéine, PelI. Cette stratégie a permis de mettre 
en évidence qu’un élément structural, la boucle 3 du domaine Fn3 de PelI, est impliquée dans 
l’interaction avec la sécrétine OutD, le composant du T2SS situé dans la membrane externe, et avec 
le domaine PDZ d’OutC, un composant de la membrane interne. Ces résultats suggèrent que la 
boucle 3 fait partie d’un motif de sécrétion. Deux autres régions ont été identifiées au sein de PelI : 
le linker entre les deux domaines de PelI qui est impliqué dans l’interaction avec OutD et une 
région exposée du domaine catalytique qui interagit avec la protéine OutC.  
La même approche a été utilisée pour introduire le pBpa dans les deux composants du T2SS, 
OutC et OutD. Ces expériences ont suggéré que le domaine PDZ d’OutC interagit avec une autre 
exoprotéine, PelB. Cette étude, de façon complémentaire à d’autres approches, nous a permis de 
démontrer certains détails moléculaires essentiels de la sécrétion par le T2SS.  
Mots clés : Système de sécrétion de type II, domaine PDZ, sécrétine, motif de sécrétion, 
reconnaissance du substrat  
